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« Parfois la seule façon de réussir,  
c'est de poursuivre même si le corps et l'esprit protestent »  
Stephen King 
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ABREVIATIONS 
 
53BP1 : p53 –Binding Protein 1 
AID : Activation-Induced cytidine Deaminase 
AIRE : AutoImmune REgulator 
AMP : Adénosine MonoPosphate 
A-NHEJ : NHEJ alternative  
APE1 : Apurinic/Apyrimidic Endonuclease 1 
APLF : Aprataxin and PNK-like factor 
ATM : Ataxia telangiectasia mutated protein 
ATP : Adnosine TriPhosphate 
ATR : Ataxia Telangiectasia mutated and Rad3-related protein 
Bax : Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2 : B-cell Leukemia/lymphoma 2 
BER Base Excision repair = réparation par excision de base 
BLM : Bléomycine  
B-NHEJ : backup non-homologous end joining  
BRCA2 : Breast Cancer susceptibility protein 1/2 
BRCT : BRCA1 C-terminal 
C1D : Nuclear nucleic acid-binding protein C1D 
Cali : Calichéamicine 
CDB : cassure double-brin 
Cdc 25 : Cycline dependent kinase 25 
Cdk2 : Cycline dependent kinase 2 
CHK2 : Checkpoint kinase 2 
CK2 : Caseine Kinase 2 
C-NHEJ : NHEJ canonique  
CO : Crossing Over 
CSB : cassure simple-brin 
C-ter : carboxy-terminales 
CtIP : C-terminal binding protein (CtBP) – interacting protein 
DBD : DNA Binding Domain 
DNA-PK : DNA-dependent protein kinase  
DNA-PKcs : DNA-dependent protein kinase catalytic subunit  
domaine β-CASP : metallo-β-lactamases-associated CPSF ARTEMIS SNM1 
PSO2 
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ERO : espèces réactive de l’oxygène  
FAT  :FRAP, ATM, TRRAP 
FHA : Forkhead-associated domain 
GFP : Grenn Fluorescente Protein 
H2AX : variant X de l’histone 2A 
HDAC3 : Histone deacetylase 3 
HEAT : Hungtingtin, elongation factor3, A subunit of protein phosphatase 2A 
and TOR1 
HMG-1/2 : High Mobility Group 1/2 
HRDC : Helicase Related Domain 
IGFB-3 : Insulin-like growth factor-binding protein 3 
JNK : c-Jun N-terminal kinases 
KAP1 : KRAB-associated protein 1 
KIP : kinase interacting protein 
Lig4 : DNA ligase IV 
MDC1 : Mediator of DNA Damage Chekpoint 1 
MDM2 : Murine double minute 2 
Mre11 : Meiotic recombination protein 11 
MRN : Mre11, Rad50, Nbs1 
MRX : Mre11, Rad50, Xrs2 
mTOR/FRAP : mammalian Target Of Rapamycin / FKB12-Rapamycin binding 
Protein 
Nbs1 : Nijmegen Breakage Syndrome protein 1 
NHEJ : Non-Homologous End-Joining = jonction d’extrémités non homologues   
NLS : domaine de localisation nucléaire  
NMD : Nonsense-Mediated RNA Decay 
NMP : Nucleotide MonoPhosphate 
NTase : NucleotidylTransferase 
NVS : Néocarzinostatine 
OBD : OB-fold domain 
p53 : Tumor Protein 53 kda 
PARP1 : poly (ADP-ribose) polymerase 1  
PI3K : phosphatidylinositol-3 kinases  
PIKK : PI3K-like kinases  
PKB : Protein Kinase B 
PNK : PolyNucleotide Kinase 
Rad50 : Radiation sensitivity abnormal 50 
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Rad51 : Radiation sensitivity abnormal 51 
Rad52 : Radiation sensitivity abnormal 52 
RAG-1 et RAG-2 : Recombinaison Activating Gene 1 et 2 
RAP80 : Receptor Associated Protein 80 
RH : Recombinaison Homologue 
RI : rayonnements ionisants 
ROS : reactive oxygen species 
RPA : Replication protein A 
RSS : Recombinaison Sequence Signal 
RS-SCID : radiosensitive-severe combined immunodeficiency 
SAF-A : Scaffold Attachment Factor A 
SAP = SAF-A/B, Acinus and PIAS 
SCID : severe combined immunodeficiency 
SCIDA : Athabascan SCID 
Spo11 : sporulation protein 11 
SUMO : Small Ubiquitin-like MOdifier 
TdT : Terminal deoxynucleotidyl Transferase 
TERT : telomerase reverse transcriptase 
Tip60 : tat interactive protein 60 
TLC1 : RNA component of telomerase 
TRF1 et TRF2 : Telomere Repeat Factor 1 et 2 
TRRAP : Transactivation/tRansformation domain-Associated Protein 
UNG : Uracil-DNA glycosylase 
VCP : Vasolin-Containing Protein 
vWA : domaine de Willebrand  
WRN : Werner syndrome mutated protein 
XLF : XRCC4-like factor  
XRCC1 : X-Ray sensitivity Cross Complementing group 1 
XRCC4 : X-Ray sensitivity Cross Complementing group 4 
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L’ADN est la molécule centrale pour le processus de vie. En effet, l’ADN 
est le porteur de l’information génétique qui détermine le développement et le 
fonctionnement d’un organisme. De ce fait, l’ADN doit être dupliqué et 
distribué de manière fidèle aux cellules en division. Il doit également être 
protégé contre toute modification accidentelle induite par des agents 
environnementaux physiques ou chimiques, par le stress oxydatif mais aussi 
contre les erreurs produites lors de mécanismes cellulaires utilisant l’ADN 
comme substrat, comme la réplication ou différents processus de recombinaison.  
Dans le cas où ces lésions persisteraient, elles pourraient causer des mutations 
ou des arrangements chromosomiques qui pourraient conduire à une instabilité 
génomique et au développement de cancers. 
Différents types de lésions peuvent affecter les éléments constitutifs de 
l’ADN, par modifications ou perte de sucres ou de bases, formation d’adduits et 
de pontages covalents intra- ou inter-brins, pontages entre l’ADN et des 
protéines adjacentes, ainsi que des cassures simple-brin (CSB) ou double-brin 
(CDB). D’après une estimation, les cellules de mammifère métaboliquement 
actives peuvent subir jusqu’à 10000 lésions de l’ADN par jour (Lindahl et al., 
1993), parmi lesquelles 10 CDB générées de façon spontanée (Haber, 2000).  
Parmi les différentes lésions de l’ADN, les CDB sont les plus 
cytotoxiques car elles induisent une rupture du chromosome incompatible avec 
certains processus cellulaires comme la réplication ou la ségrégation 
chromosomique lors de la mitose. Ainsi, la persistance d’une seule CDB dans la 
cellule peut conduire à une perte importante de matériel génétique lors de la 
division cellulaire et, en conséquence, à la mort cellulaire (Blocher et Pohlit, 
1982). De plus, la réparation fidèle des CDB est rendue souvent difficile, d’une 
part en cas de modifications chimiques au niveau des extrémités libres qui 
nécessitent une étape de maturation (et donc de perte de matériel) pour les 
rendre compatibles avec la religature directe via le processus de jonction 
d’extrémités non homologues (voie NHEJ détaillée au paragraphe 1.A.2.b), et 
d’autre part en cas d’absence de chromatide sœur (c’est-à-dire hors des phases S 
et G2 du cycle cellulaire) servant de matrice pour le transfert d’information 
génétique au cours du processus de recombinaison homologue. 
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A) Les CDB 
 
Une CDB se forme lorsque deux CSB sont générées à proximité l’une de 
l’autre sur les brins opposés de l’ADN. Les origines peuvent être multiples, 
aussi bien endogènes qu’exogènes. Parmi les sources endogènes, on peut 
distinguer les CDB physiologiques ou programmées (recombinaison V(D)J) et 
les CDB accidentelles d’origine spontanée (métabolisme oxydatif). S’ajoutent à 
cela des sources exogènes correspondant à l’exposition à des agents clastogènes 
physiques (radiations ionisantes) ou chimiques (radiomimétiques) d’origine 
environnementale ou médicale (thérapeutique ou exploratoire). 
 
1) Origine des CDB 
 
a) Origine endogène 
 
a.1) CDB physiologiques (programmées) 
 a.1.1) Recombinaison V(D)J 
 
La recombinaison V(D)J a lieu dans les lymphocytes de la moelle osseuse 
et du thymus. Elle détermine l’assemblage des segments de gènes Variable (V), 
Diverse (D) et Joining (J) en différentes combinaisons ce qui permet de générer 
une importante diversité de récepteurs à la surface des lymphocytes T et 
d’anticorps produits par les lymphocytes B et, ainsi, d’adapter la réponse 
immunitaire à une grande variété d’antigènes. 
Chaque anticorps est composé d’une chaîne lourde et d’une chaîne légère, 
elles-mêmes composées d’une région variable et d’une région constante (figure 
1.A). La chaîne lourde est codée par les gènes d’un seul locus génique situé sur 
le chromosome 14 alors que la chaîne légère peut être codée par les gènes de 2 
loci géniques distincts κ ou λ (chromosomes 2 et 22). 
La région variable des chaînes légères est composée de segments V et J 
alors que celle des chaînes lourdes est faites de segments V, D et J. 
Chronologiquement, le premier réarrangement est celui de la chaîne lourde : un 
segment D est associé à un segment J, puis, le segment DJ est associé à un 
segment V (figure 1.B). Il en va de même pour la chaîne légère sauf que le 
réarrangement se fait de manière directe entre le segment V et le segment J. 
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Figure 1 : Structure générale des immunoglobulines (Ig) et recombinaison V(D)J. 
A) L’Ig humaine se compose de 2 chaînes lourdes (H) et de 2 chaînes légères (L). Ces chaînes 
sont elles-mêmes formées d’une région constante (C) et d’une région variable (V). La région 
variable des chaînes lourdes contient un segment de chaque type : V, D et J, alors que celle 
des chaînes légères ne comprend qu’un segment V et un segment J. 
B) Recombinaison V(D)J des chaînes lourdes. Le premier réarrangement est celui du segment 
D avec le segment J. Puis, le segment DJ est associé à un segment V. 
(D’après Janeway 2001) 
 
 
Les segments V, D et J sont bordés de RSS (Recombinaison Signal 
Sequence). Les endonucléases spécifiques des lymphocytes : RAG-1 et RAG-2 
(Recombinaison Activating Gene 1 et 2) reconnaissent les RSS. Elles 
introduisent alors une CSB entre 2 segments et leurs RSS associées. Cette étape 
est suivie par une réaction de trans-estérification catalysée par les protéines 
RAG, au cours de laquelle le 3’OH du brin codant va attaquer le brin d’ADN 
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opposé afin de former une extrémité en épingle à cheveux du côté des séquences 
codantes et une extrémité franche phosphorylée en 5’ du côté des RSS (van Gent 
et al., 1996) (figure 2).  
 
            
Figure 2 : Induction de CDB par les protéines RAG. 
Les protéines RAG introduisent une CDB entre les séquences codantes et leur RSS associée. 
L’extrémité 3’OH ainsi générée va attaquer le brin d’ADN opposé ce qui va entraîner la 
formation d’une extrémité en épingle à cheveux du côté de la séquence codante et une 
extrémité franche 5’ phosphorylée du côté du RSS.  
 
Les 4 extrémités de l’ADN restent associées grâce aux protéines RAG 
dans un complexe synaptique post-clivage stable (Fugmann et al., 2000) (figure 
3) jusqu’à ce qu’elles soient prises en charge et ligaturées par les protéines de la 
voie de Jonction d’Extrémités Non Homologues (NHEJ) (détaillé plus bas). La 
réparation de l’ADN donnera une jonction codante formant un segment VJ et 
une jonction signal permettant d’éliminer le fragment intermédiaire sous forme 
d’ADN circulaire. 
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Figure 3 : Schéma de recombinaison VJ assurée par les protéines RAG (adapté de De 
Villartay Nat Rev Immunol 2003). 
Les protéines RAG introduisent des CDB au niveau des RSS puis forment un complexe 
synaptique post-clivage stable avant la ligature des extrémités de l’ADN par la NHEJ, qui 
donnera un segment VJ et un ADN circulaire destiné à être éliminé. 
 
 
 
a.1.2) Commutation isotypique 
 
La commutation isotypique (ou CSR pour Class Switch Recombination) 
est un mécanisme aboutissant au changement de classe des immunoglobulines. 
Elle est nécessaire à la maturation terminale des lymphocytes B qui ont été 
stimulés par un antigène dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes 
périphériques. Ce mécanisme consiste en un remplacement de la partie constante 
initiale des chaînes par une autre. C’est un événement de recombinaison 
intrachromosomique entre des régions S (Switch) qui sont situées avant chaque 
segment C (Constant) (figure 4).  
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Figure 4 : Schéma représentant la commutation isotypique d’une IgM vers une IgG. 
(adapté de De Villartay Nat Rev Immunol 2003). 
Les régions constantes codant pour les différents types d’Ig sont représentées en différents 
tons de marron ; les séquences switch sont représentées par des ovales gris. 
 
 
 
Ce mécanisme dépend de l’expression de la protéine AID (Activation-
Induced cytidine Deaminase) dans les lymphocytes B. Cette enzyme possède 
une activité de désamination des cytidines de l’ADN, les transformant en 
uridines. La désamination des cytidines entraîne un mésappariement U/G pris en 
charge par la voie de réparation par excision de base (ou BER pour Base 
Excision Repair). L’excision de l’uridine par l’ADN glycosylase UNG (Uracil-
DNA glycosylase) créé un site abasique pris en charge par APE1 
(Apurinic/Apyrimidic Endonuclease 1) qui va introduire une CSB en 5’. La 
présence d’une CSB sur chaque brin de l’ADN de manière suffisamment proche 
entraîne la formation d’une CDB (figure 5). La réparation de ces CDB aboutit à 
la ligature du nouveau segment C avec la partie variable des Ig et à l’élimination 
de l’ancien segment C sous forme d’un Switch Circle. 
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    a.1.3) Méiose 
 
La méiose est un processus de double division cellulaire survenant au 
cours de la gamétogénèse pour permettre la production de quatre cellules 
sexuelles haploïdes à partir d’une cellule diploïde. La première division vise à 
séparer les chromosomes homologues paternel et maternel, alors que la 
deuxième distribue les chromatides sœurs dans 2 noyaux (figure 6). Au cours de 
la première division réductionnelle se produit également un brassage génétique 
entre chromatides non sœurs de chromosomes homologues 
 
Figure 5 : Formation des CDB dans 
les régions S lors de la CSR. 
(adapté de Chaudhuri et al. 2004). 
L’activité de la protéine AID 
convertit les cytidines en uridines par 
désamination. Les mésappariements 
U/G crées sont pris en charge par la 
machinerie de réparation par 
excision de base (BER) qui les 
convertit en CSB. La création d’une 
CSB sur chaque brin d’ADN 
entraîne une CDB. La dégradation 
des extrémités d’ADN de la CDB par 
une exonucléase ou un remplissage 
infidèle permettra la génération 
d’éxtrémités franches qui pourront 
être prises en charge par la NHEJ. 
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Cet échange de matériel génétique est assuré par la recombinaison 
méiotique (équivalent à la recombinaison homologue dans les cellules 
mitotiques) reposant sur la formation de crossing over (CO) entre les 
chromatides homologues non sœurs.  
 
 
 
 
Figure 6 : Ségrégation des chromosomes au cours de la méiose. (adapté de Longhese et al. 
2009). 
Après la phase S de réplication de l’ADN, la ségrégation est préparée par génération d’un CO 
(Crossing Over) au début de la première phase de la méiose, ce qui permet aux chromosomes 
homologues d’être maintenus ensemble. Ces CO sont introduit par recombinaison méiotique 
entre le chromosome paternel (en vert) et le chromosome maternel (en violet) et peuvent 
conduire à un échange de matériel génétique. Lors de la seconde phase de la méiose, les 
chromatides sœurs sont séparées. 
 
 
Le processus de recombinaison est initié de façon active par 
l’endonucléase Spo11 (sporulation protein 11) qui introduit des CDB en 
plusieurs points le long de chacune des 4 chromatides d’une paire de 
chromosomes homologues (Keeney et al., 1997). Spo11 forme une liaison 
tyrosine phosphodiester avec chaque extrémité 5’ créée (Keeney et al., 1997), 
puis est éliminée par clivage endonucléolytique du brin d’ADN sur lequel elle 
est liée (Neale et al., 2005). Après le départ de Spo11, les extrémités 5’ sont 
attaquées par des exonucléases 5’3’ créant une extrémité 3’ sortante de 
chaque côté de la cassure. Ces extrémités 3’ vont initier un processus de 
recombinaison homologue (RH, détaillé plus bas) en envahissant un brin d’ADN 
complémentaire, de préférence sur la chromatide homologue non sœur (Hunter 
and Kleckner, 2001; Schwacha and Kleckner, 1994; Schwacha and Kleckner, 
1997) (figure 7), et en formant des jonctions de Holliday dont la résolution 
pourra conduire à l’échange de matériel entre les chromatides. 
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Figure 7 : La recombinaison méiotique. 
(adapté de Neale and Keeney, 2006). 
L’endonucléase Spo11 introduit des CDB 
à partir desquelles une activité de résection 
génère des extrémités 3’-sortantes. Ces 
extrémités initient un processus de 
recombinaison homologue par 
envahissement d’une chromatide 
homologue non sœur. La résolution de ces 
crossing over permet des échanges de 
matériel génétique entre chromosomes 
paternels et maternels, assurant le brassage 
génétique.  
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a.2) CDB spontanées 
 
a.2.1) Les accidents de réplication 
 
La réplication de l’ADN est initiée au niveau de zones du génome 
appelées origines de réplication. L’ouverture de l’ADN et la synthèse de 
nouveaux brins complémentaires des brins parentaux entraîne la formation 
d’une fourche de réplication. Un grand nombre de protéines jouent un rôle dans 
le maintien et le déplacement de cette fourche. On trouve notamment, le 
complexe d’initiation qui fournit l’amorce nécessaire, les ADN polymérases 
réplicatives (pol δ et pol ε) responsables de la synthèse des nouveaux brins 
d’ADN à partir des amorces, des ADN hélicases responsables de la séparation 
des deux brins d’ADN parentaux, les topoisomérases qui permettent le 
relâchement de l’ADN super-enroulé en amont de la fourche de réplication et 
son surenroulement après le passage de la fourche, une activité ADN ligase qui 
assure la jonction des fragments d’Okazaki sur le brin discontinu (figure 8). 
 
 
 
 
Figure 8 : Fourche de réplication. 
La fourche de réplication est composée d’ADN topoisomérases qui assurent le relâchement de 
l’ADN superenroulé, d’hélicases qui séparent les 2 brins d’ADN et d’ADN polymérases qui  
synthétisent le nouveau brin d’ADN. 
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Les fourches de réplication sont parfois arrêtées par la présence de 
structures particulières (structures secondaires, hybrides ARN/ADN, etc.), de 
lésions sur l’ADN (bases modifiées ou sites abasiques, adduits, pontages, 
liaisons covalentes avec des protéines, cassures) ou par collision avec un 
complexe de transcription. L’impossibilité pour la fourche de réplication de 
passer outre ces structures peut alors introduire une cassure sur le brin fils ce qui 
se traduit par la rupture interne de l’une des chromatides (Kogoma, 1997; 
Kuzminov, 1995) (figure 9) qui sera reconnue comme une extrémité d’une 
CDB. Cependant il n’y a pas dans ce cas de seconde extrémité contrairement 
aux CDB classiques qui correspondent au clivage d’un ADN double brin 
existant et qui génèrent donc deux extrémités. Ces extrémités d’ADN double 
brin résultant d’un arrêt et d’un effondrement de fourches de réplication sont en 
général prises en charge par la voie de recombinaison homologue (Rothstein et 
al., 2000). 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Représentation schématique de la rupture de l’une des chromatides sœurs 
suite à un accident de réplication. 
 
 
 
 
a.2.2) La déprotection des télomères 
 
 Les extrémités des chromosomes, appelés télomères, sont 
composées de séquences d’ADN répétées (Blackburn et al., 2006) (répétitions 
TTAGGG chez l’homme) et de protéines spécifiques formant le complexe 
shelterin (Palm and de Lange, 2008). Une séquence d’ADN simple brin au 
niveau du télomère permet le repliement de l’extrémité du chromosome sous 
forme de T-Loop (figure 10). La formation et la stabilisation de cette T-Loop 
sont dépendantes de deux protéines : TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat Factor 1 
et 2). 
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Figure 10 : Formation de la T-Loop au  niveau des télomères. 
La T-Loop est formée par l’invasion de l’extrémité d’ADN 3’ simple brin dans la séquence 
d’ADN double brin télomérique. 
 
 
La structure des télomères permet de distinguer l’extrémité des 
chromosomes des CDB afin d’éviter l’activation des voies de réparation 
associées. Un défaut de protéines du complexe shelterin comme par exemple 
TRF2 entraîne ainsi la déprotection des télomères et induit une réponse 
cellulaire aux dommages à l’ADN caractérisée par l’apparition de foyers de 
réparation des CDB aux télomères (Takai et al., 2003) et des fusions 
chromosomiques (Smogorzewska et al., 2000). Ces fusions télomériques sont 
principalement le résultat de réactions de réparation par la voie NHEJ (Deng et 
al., 2009; Rai et al., 2010; Smogorzewska et al., 2002) que nous développerons 
plus loin. 
 
 
b) CDB d’origine exogène 
 
b.1) Rayonnements ionisants 
 
Notre organisme est exposé aux rayonnements ionisants (RI), qu’ils soient 
d’origine naturelle (soleil, radioéléments naturels…) ou humaine (radiothérapie, 
accident nucléaire…). Qu’il s’agisse de rayonnements électromagnétiques (X ou 
γ) ou de rayonnements particulaires (α ou β), les RI sont capables d’interagir 
avec tous les composants d’une cellule. Néanmoins, l’ADN est la cible 
moléculaire la plus susceptible de compromettre durablement l’intégrité de la 
cellule. On distingue différentes catégories de dommages radio-induits parmi 
lesquelles : 
- Les modifications de bases 
- L’oxydation des sucres 
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- Les pontages covalents inter-moléculaires entre l’ADN et l’ARN ou 
des protéines nucléaires 
- Les CSB 
- Les CDB 
 
La formation des CDB qui représente une classe minoritaire de dommages 
radio-induits peut avoir lieu de manière directe lorsqu’une particule irradiée 
traverse une région de l’ADN créant une première CSB suivie d’une seconde sur 
le brin d’ADN opposé (Siddiqi and Bothe, 1987). Les CDB peuvent aussi être 
générées de manière indirecte. En effet, les interactions entre RI et molécules 
d’eau sont nombreuses et les ions produits après irradiation de l’eau sont très 
réactifs, ce sont des espèces réactives de l’oxygène (ERO ou ROS pour reactive 
oxygen species) (Feldberg and Carew, 1981). Si leur production a lieu à 
proximité immédiate de l’ADN, ils peuvent altérer sa structure par oxydation ou 
réduction. Les CDB peuvent alors résulter de la création directe de deux CSB 
proches (Van Der Schans, 1978) ou indirectement via l’activité enzymatique de 
la machinerie de réparation par excision de base (BER) sur certaines 
modifications de bases (de manière similaire à ce qui a été décrit pour le CSR) 
(Seeberg et al., 1995; Vispe et al., 2003; Vispe and Satoh, 2000). 
 
 
b.2) Agents chimiques 
 
b.2.1) Radiomimétiques 
 
Dans le but de générer des CDB en quantité proportionnellement plus 
importante que celle obtenue à l’aide des RI, des agents génotoxiques dits 
"radiomimétiques" ont été isolés (tableau 1). Parmi ces molécules, les mieux 
caractérisées sont la Bléomycine (BLM), la Néocarzinostatine (NCS) et la 
Calichéamicine (Cali). Les CDB induites par ces molécules proviennent d’une 
attaque radicalaire, par déshydrogénation du désoxyribose sur les deux brins 
d’ADN (le détail des extrémités majoritairement générées est présenté dans le 
tableau 2). Le site de lésion est instable et évolue vers la perte de la base 
associée au sucre ce qui conduit secondairement au clivage de la chaîne d’ADN 
(Chen and Stubbe, 2005; Povirk, 1996).  
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Agents % de CDB par rapport à la quantité des lésions induites. 
RI 5% 
Bléomycine 10% 
Néocarzinostatine 20% 
Calichéamicine 30% 
 
Tableau 1 : Comparaison de la quantité de CDB générée par différents agents génotoxiques. 
(Elmroth et al., 2003; Hatayama and Goldberg, 1979). 
 
 
Tableau 2 : Présentation des différents types d’extrémités majoritaires induites par les agents 
chimiques au niveau des CDB (d’après (Povirk, 1996)). 
 
b.2.2) Inhibiteurs d’ADN topoisomérases 
 Comme nous l’avons vu dans le chapitre consacré aux accidents de 
réplication, les topoisomérases sont nécessaires à la résolution des contraintes 
topologiques de la double hélice d’ADN lors de la réplication, mais aussi lors de 
la recombinaison, de la transcription et de la ségrégation chromosomique.  
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Toutes les topoisomérases identifiées utilisent un résidu tyrosine pour 
cliver la liaison phosphodiester de l'ADN. En fonction de leur mode de coupure, 
elles sont classées en deux groupes :  
- les ADN topoisomérases de type I (monomériques et, hormis la reverse 
gyrase, ATP- indépendantes), qui coupent un seul des deux brins de la 
double hélice de l'ADN. 
- les ADN topoisomérases de type II (multimériques et ATP-
dépendantes), qui réalisent une coupure double-brin de l’ADN.  
 
 L’utilisation d’inhibiteurs de topoisomérases permet de bloquer ces 
réactions enzymatiques en agissant à plusieurs niveaux possibles. Certains 
inhibiteurs comme la camptothécine et l’étoposide agissent en stabilisant 
respectivement les complexes clivables ADN/topo1 et ADN/topo2. Ces 
complexes ADN-topoisomérases, bien que réversibles sont susceptibles d’être 
transformés en dommage à l’ADN.  
Ainsi, après traitement à la camptothécine, le complexe ADN/topo1 peut 
entrer en collision avec l’ADN polymérase de la fourche de réplication 
et générer une extrémité double-brin sur le brin continu et une CSB sur le brin 
discontinu sur laquelle la topo1 reste fixée. Cependant, lorsque deux complexes 
sont situés sur les deux brins opposés à une faible distance, deux extrémités 
double-brin peuvent être générées (figure 11) (D'Arpa et al., 1990; Holm et al., 
1989; Nitiss and Wang, 1996). 
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Figure 11: Représentation schématique de la génération d’extrémités double-brin après 
inhibition de la topoisomérase 1 par la camptothécine. 
Lorsque la camptothécine stabilise le complexe ADN-topo1, il peut entrer en collision avec la 
fourche de réplication et générer une extrémité double-brin sur le brin continu alors que 
lorsque deux complexes sont situés sur les deux brins opposés à une faible distance, plusieurs 
extrémités peuvent être générées. 
 
  
 
La topo 2 réalise une coupure double brin de l’ADN afin de résoudre les 
contraintes topologiques de la double hélice d’ADN. De ce fait, une interruption 
de sa fonction enzymatique après coupure de l’ADN génère une CDB. Un 
mécanisme secondaire existe, au cours duquel 3 extrémités double brin peuvent 
être générées : lorsque le complexe ADN/topo2 est stabilisé par traitement à 
l’étoposide, et qu’il rencontre la fourche de réplication, des extrémités double-
brin sont générées sur le brin continu, discontinu ainsi que sur l’ADN matrice 
(figure 12) (D'Arpa et al., 1990; Holm et al., 1989; Nitiss and Wang, 1996). 
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Figure 12 : Représentation schématique de la génération d’extrémités double-brin après 
inhibition de la topoisomérase 2 par l’étoposide. 
Lorsque l’étoposide stabilise le complexe ADN-topo2 et qu’il rencontre la fourche de 
réplication, des CDB sont générés sur le brin continu, discontinu ainsi que sur l’ADN matrice. 
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2) Réponse cellulaire aux CDB 
 
a) Signalisation 
 
 
 
Figure 13: Représentation schématique de la réponse cellulaire aux CDB. 
Après induction de CDB, les cellules activent les points de contrôle du cycle cellulaire et les 
voies de réparation de l’ADN. Lorsque ces voies permettent la réparation de l’ADN, la cellule 
survit. Cependant, dans le cas d’une réparation infidèle ou d’un remaniement chromosomique, 
les cellules peuvent devenir cancéreuses. Dans le cas de dommages à l’ADN irréparables, la 
cellule met en place un programme de mort cellulaire tel que l’apoptose 
 
La réponse cellulaire aux CDB est une voie de transduction de signaux 
aboutissant à un ensemble de réactions visant à limiter les effets délétères des 
dommages génotoxiques sur les cellules et sur l’organisme. Parmi ces réponses 
figurent notamment l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire, 
l’inhibition de la transcription et la mise en œuvre de processus de réparation. 
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En fonction de la quantité de dommages induits et persistants et de la qualité de 
la réparation, la cellule pourra induire un processus de mort programmée 
(apoptose), ou survivre en perdant sa capacité proliférative (sénescence) ou en la 
conservant, éventuellement au prix de mutations et d’un développement tumoral 
ultérieur. La cascade de signalisation en réponse aux dommages de l’ADN est 
classiquement décomposée en plusieurs étapes impliquant séquentiellement 
différents intervenants dont les dénominations fonctionnelles peuvent différer 
selon les auteurs. On peut par exemple distinguer des détecteurs de dommages, 
des protéines kinases apicales ou adaptatrices, des médiateurs, des kinases 
transductrices ou effectrices et des effecteurs (Figure 13). 
Au niveau moléculaire, la réponse aux CDB s’accompagne de diverses 
modifications de la chromatine (histones et protéines non-histones) s’étendant 
autour de la cassure pour former des foyers où sont recrutés des facteurs 
intervenant eux-mêmes dans la cascade de signalisation, ainsi que des protéines 
de réparation, en particulier de Recombinaison Homologue. Ces modifications 
remplissent un double rôle en tant que signaux reconnus spécifiquement par 
certains de ces facteurs, et aussi en permettant la relaxation de la chromatine ce 
qui facilite l’accès de ces protéines. 
L’étape initiale dans la réponse aux CDB est la reconnaissance de la 
lésion par un détecteur parmi lesquels figurent l’hétérodimère Ku et le complexe 
MRN (Mre11 [Meiotic recombination protein 11], Rad50 [Radiation sensitivity 
abnormal 50], Nbs1 [Nijmegen Breakage Syndrome protein 1]) (Maser et al., 
1997; Mirzoeva and Petrini, 2001; Rupnik et al., 2010), possiblement précédé de 
PARP1 (Poly(ADP)-ribose Polymerase 1) dont l’activité catalytique au niveau 
de la cassure fournit un point d’ancrage pour Mre11 qui porte un domaine de 
liaison aux PAR (polymères d’ADP-ribose) (Haince et al., 2008). 
Outre son rôle dans la signalisation des dommages, MRN participe à la 
maturation des extrémités de l’ADN grâce à l’activité nucléase de Mre11 (Paull 
and Gellert, 2000; Trujillo et al., 1998) et serait également impliqué dans le 
maintien de la synapse (de Jager et al., 2001). Le complexe MRN recrute la 
kinase apicale ATM (Ataxia telangiectasia mutated protein) (Jazayeri et al., 
2008; Lavin, 2007; Lee and Paull, 2007) via le domaine carboxy-terminal de 
Nbs1 (You et al., 2005) et permet son activation. ATM est la principale kinase 
adaptatrice. Dans la même famille des PIKK (PI3K-like kinases), figurent 
également ATR (Ataxia Telangiectasia mutated and Rad3-related protein) et la 
DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit). ATM 
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phosphoryle un certain nombre de substrats parmi lesquels le variant d’histone 
H2AX (variant X de l’histone 2A), la protéine d’hétérochromatine KAP1 
(KRAB-associated protein 1), les médiateurs MDC1 (Mediator of DNA Damage 
checkpoint 1) et 53BP1 (p53-Binding Protein 1), la kinase transductrice CHK2 
(Checkpoint kinase 2), et des effecteurs comme la protéine p53 (Tumor Protein 
53 kda) (Kurz and Lees-Miller, 2004; Lee and Paull, 2005; Rogakou et al., 
1998; Yang et al., 2003). 
Le médiateur MDC1 est recruté via son domaine BRCT (BRCA1 C-
terminal) sur γH2AX (Stucki et al., 2005), la forme phosphorylée de H2AX. 
MDC1 constitutivement phosphorylé par la CK2 recrute ensuite le complexe 
MRN via le domaine FHA (Forkhead-associated domain) de Nbs1, constituant 
ainsi une boucle d’amplification (MDC1>MRN>ATM>γH2AX) qui peut 
conduire à l’extension de la phosphorylation de H2AX sur plusieurs mégabases 
(Lou et al., 2006). 
La phosphorylation de MDC1 par ATM lui permet également de recruter 
l’E3 ubiquitine ligase RNF8 via son domaine FHA (Huen et al., 2007). RNF8 
monoubiquitine les histones H2A/γH2AX (Mailand et al., 2007) qui subissent 
ensuite une polyubiquitination par l’E3 ubiquitine ligase RNF168 (Mattiroli et 
al., 2012). Ces histones polyubiquitinées recrutent la protéine RAP80 via son 
domaine UIM. RAP80 (Receptor Associated Protein 80) est recrutée sous forme 
de complexe contenant d’autres facteurs comme Abraxas et BRCA1 (Sobhian et 
al., 2007; Wang et al., 2007) dont l’expression spécifique en phases S et G2 du 
cycle cellulaire est nécessaire aux points de contrôle intra-S et G2/M ainsi qu’à 
la réparation par Recombinaison Homologue (Deng, 2006; Durant and 
Nickoloff, 2005). Les E3 ubiquitine ligases RNF8/RNF168 sont également 
capables de polyubiquitiner certaines protéines liées aux histones méthylées 
(notamment la H4K20me2), permettant ainsi leur élimination par la ségrégase 
p97/VCP (Vasolin-Containing Protein), ce qui libère ces sites pour l'accès à 
d'autres protéines comme 53BP1 (Acs et al., 2011; Mallette et al., 2012; 
Meerang et al., 2011). Les différentes modifications d’histones incluant 
également des acétylations par le complexe Tip60 (tat interactive protein 60) 
(Legube and Trouche, 2003)  recruté par MDC1, contribuent aussi à la 
relaxation de la chromatine, ce qui favorise cette liaison de 53BP1 sur les 
histones méthylées via son domaine Tudor (Botuyan et al., 2006). 
Le médiateur 53BP1 est impliqué dans les points de contrôle intra-S et 
G2/M (DiTullio et al., 2002; Wang et al., 2002) et joue également un rôle 
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important dans le choix du mode de réparation des CDB en limitant la résection 
des extrémités et donc en favorisant la NHEJ (Bunting et al., 2010). 53BP1 
opère en inhibant la régulation positive exercée par CtIP (C-terminal binding 
protein (CtBP) – interacting protein) sur l’activité nucléase de MRN. BRCA1 
présent en phases S et G2 du cycle, inhibe quant à lui cette fonction de 53BP1, 
favorisant donc la résection et la Recombinaison Homologue (Coleman and 
Greenberg, 2011). 
En parallèle à ces effets localisés à la chromatine, ATM phosphoryle et 
active la kinase effectrice CHK2 (Chaturvedi et al., 1999) qui a son tour 
phosphoryle certains effecteurs comme p53 (Hirao et al., 2000) ou les 
phosphatases Cdc25 (Cycline dependent kinase 25). La protéine p53 
phosphorylée par CHK2 et ATM est stabilisée et activée, induisant au niveau 
transcriptionnel l’expression notamment de protéines comme Bax (Bcl-2 
associated X protein) (Selvakumaran et al., 1994) ou p21-Waf1, impliquées 
respectivement dans l’apoptose et l’arrêt du cycle au point de contrôle G1/S via 
l’inhibition de la kinase Cdk2 (Cycline dependent kinase 2). La phosphorylation 
des phosphatases Cdc25 conduit à leur dégradation ou à leur séquestration 
cytoplasmique, les empêchant d’activer Cdk1 et Cdk2, ce qui induit des arrêts 
du cycle cellulaire aux points de contrôle G2/M et G1/S. 
 
b) Mécanismes de Réparation des CDB 
Il existe deux voies majeures de réparation des CDB chez l’Homme : la 
Recombinaison Homologue (RH) et la Jonction d’Extrémités Non Homologues 
(NHEJ). D’autres voies plus minoritaires ont également été décrites comme le 
Single-Strand Annealing (SSA), ainsi que plus récemment une voie de NHEJ 
alternative (A-NHEJ, par opposition à la NHEJ classique rebaptisée C-NHEJ). 
 
b.1) La Recombinaison Homologue 
La RH intervient en phases S et G2 du cycle cellulaire car elle nécessite la 
présence d’une chromatide sœur comme source d’ADN matrice homologue dans 
le processus de recombinaison. Ce mécanisme est donc conservatif. 
 La réaction est initiée par le complexe MRN accompagné de la protéine 
CtIP qui entraîne une résection 5’3’ qui sera amplifiée par d’autres enzymes 
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telles que des nucléases et des hélicases. Les extensions d’ADN simple-brin 
3’OH ainsi générées sont recouvertes de RPA (Replication protein A) qui 
permet le recrutement de Rad52 (Radiation sensitivity abnormal 52) et BRCA2 
(Breast Cancer susceptibility protein 2) qui vont à leur tour faciliter la formation 
de nucléofilaments de Rad51 (Radiation sensitivity abnormal 51). Rad51 
favorise l’invasion, l’appariement et l’échange de brin d’ADN. La migration et 
la résolution des jonctions de Holliday sont ensuite prises en charge 
respectivement par différentes activités comme des hélicases  et des résolvases 
(figure 14) (Mimitou and Symington, 2009).  
 
 
 
 
Figure 14 : Mécanisme général de la 
recombinaison homologue. 
La résection simple brin de la CDB 
est initiée par le complexe MRN et 
CtIP, puis pris en charge par des 
nucléases. L’ADN simple brin est 
alors recouvert de protéine RPA ce 
qui va permettre de recruter 
Rad52/BRCA2 pour faciliter la 
formation des filaments Rad51. Après 
la ligature des extrémités, les 
jonctions de Holliday sont résolues. 
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b.2) La Jonction d’Extrémités Non-Homologues 
NHEJ Classique 
Contrairement à la RH, la NHEJ est active tout au long du cycle cellulaire 
car elle consiste à un raboutage direct des extrémités qui ne nécessite donc pas 
d’homologie de séquence. 
La NHEJ est communément divisée en trois phases clé : la détection des 
cassures, la maturation des extrémités de l’ADN afin d’éliminer les extrémités 
non ligaturables ou autres formes de dommage, et la ligature de l’ADN. 
Les CDB sont rapidement reconnues par l’hétérodimère Ku (Ku70/Ku80). 
Sa liaison entraîne le recrutement et l’activation de la sous-unité catalytique de 
la protéine kinase dépendante de l’ADN (DNA-PKcs) afin de former 
l’holoenzyme DNA-PK dont l’activité protéine kinase est essentielle au 
déroulement de la réaction (Mahaney et al., 2009). La DNA-PK stabilise en 
outre les CDB et prévient la résection des extrémités d’ADN (Meek et al., 
2008). Elle assure également le recrutement de facteurs accessoires comme des 
enzymes impliquées dans la maturation des extrémités de l’ADN, ainsi que le 
chargement stable du complexe de ligature composé de XRCC4 (X-Ray 
sensitivity Cross Complementing group 4), de l’ADN Ligase IV (Lig 4) et de 
Cernunnos-XLF (XRCC4-like factor).  
L’autophosphorylation de la DNA-PKcs induit un changement 
conformationnel de cette dernière, ce qui va permettre aux enzymes de 
maturation d’accéder aux extrémités de l’ADN et au complexe 
LigIV/XRCC4/Cer-XLF de catalyser l’étape finale de ligature. 
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Figure 15 : Modèle séquentiel de la réparation des CDB par la voie de Jonction 
d’Extrémités Non-Homologues.  
La NHEJ est initiée par la liaison rapide de Ku aux extrémités de l’ADN. Ku permet le 
recrutement et l’activation de la DNA-PKcs, formant ainsi le complexe DNA-PK. La DNA-
PK sert de plateforme de recrutement au complexe de ligature notamment. Après s’être 
autophosphorylée, la DNA-PKcs passe en position ouverte afin de permettre l’accès aux 
extrémités de l’ADN au complexe Lig4 qui va ligaturer les extrémités. 
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NHEJ Alternative 
Outre le processus de réparation précédemment décrit qui correspond à la 
voie de NHEJ classique ou canonique aussi appelée C-NHEJ, plusieurs études 
ont démontré l’existence d’un mécanisme minoritaire qui peut se mettre en place 
de préférence en l’absence des facteurs clés de la C-NHEJ aussi bien chez la 
levure que chez les mammifères. Notre équipe a ainsi été une des premières à 
montrer par une approche biochimique l’implication de la poly(ADP-
ribose)polymerase-1 (PARP1), du complexe XRCC1/ADN ligase III et de la 
polynucléotide Kinase (PNK) dans une voie de NHEJ alternative (Audebert et 
al., 2004; Audebert et al., 2008). 
Dans des lignées de hamster déficientes pour Ku80, des études ont permis 
de mettre en évidence l’existence d’une voie de réparation indépendante de Ku 
et ne nécessitant pas d’homologie de séquence. La fidélité de la réparation est en 
revanche fortement réduite (Kabotyanski et al., 1998). En effet, la ligature se fait 
en générant des délétions et implique majoritairement des micro-homologies en 
positions distales par rapport à la cassure double-brin (Feldmann et al., 2000; 
Verkaik et al., 2002).  
De plus, dans des cellules mutantes pour XRCC4, l’efficacité de ligature 
des extrémités d’ADN est fortement diminuée. Néanmoins, les cicatrices de 
réparation montrent des profils identiques dans les mutants XRCC4- et les 
mutants Ku- (Guirouilh-Barbat et al., 2007). Une seconde étude a reproduit des 
résultats similaires dans des cellules de souris (Schulte-Uentrop et al., 2008) 
Par ailleurs, d’autres travaux ont proposé l’existence d’une compétition 
pour la liaison des extrémités entre Ku et PARP1 (Cheng et al., 2011; Wang et 
al., 2006). D’après les études menées dans notre laboratoire, il semble que la 
voie de NHEJ alternative dépendante de PARP1 puisse dépendre de la 
composition en nucléotides des extrémités (Audebert et al., 2008). De plus, une 
étude relative à la commutation isotypique chez la souris a suggéré que PARP1 
favorise l’utilisation de microhomologies ce qui est cohérent avec l’implication 
de PARP1 dans la NHEJ alternative (Robert et al., 2009). 
 
D’autres études menées chez les mammifères ont montrées que CtIP 
stimule la ligature par A-NHEJ après induction de CDB intrachromosomiques 
par I-SecI (Bennardo et al., 2008). 
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Le complexe MRX est proposé pour intervenir lors de la résection de la 
cassure double-brin au cours de la A-NHEJ chez la levure. De plus l’activité de 
MRE11 a été montrée comme étant nécessaire pour initier la résection dans les 
étapes précoces de la recombinaison homologue (Buis et al., 2012). Les études 
menées sur l’impact de MRE11 et du complexe MRN (MRE11/RAD50/NBS1) 
sur la NHEJ s’accordent pour attribuer un rôle à MRE11 en association avec 
CtIP à la fois dans la C-NHEJ et dans la A-NHEJ. Cependant, l’activité nucléase 
de MRE11 favorise la A-NHEJ (Dinkelmann et al., 2009; Rass et al., 2009; Xie 
et al., 2009; Zhuang et al., 2009) et est antagonisée par la présence de Ku 
(Cheng et al, 2011 NAR). Enfin le traitement des cellules avec la Mirine, un 
inhibiteur de MRE11, sensibilise aux radiations ionisantes, non seulement les 
cellules sauvages mais également les cellules défectives en Ku80, montrant ainsi 
l’impact du A-NHEJ dans la réponse des cellules aux radiations ionisantes (Rass 
et al., 2009). 
 
À la vue des résultats obtenus par ces diverses études, le mécanisme de la 
ligature d’extrémités non homologues a été redéfini en deux grandes voies 
(Guirouilh-Barbat et al., 2004; Guirouilh-Barbat et al., 2007) : 
 • la NHEJ canonique (C-NHEJ) qui dépend des complexes Ku/DNA-
PKcs et XRCC4/Lig4/Cer-XLF et qui est relativement conservative 
 • la NHEJ alternative (A-NHEJ) qui utilise certaines protéines retrouvées 
dans la voie de réparation par excision de base (PARP1, PNK, XRCC1, Lig3) et 
qui est beaucoup plus infidèle. Ce mécanisme de ligature d’extrémités non 
homologues alternative à la voie canonique a aussi été nommé B-NHEJ pour 
Backup-NHEJ. Cette voie de réparation a une cinétique plus lente que la C-
NHEJ (DiBiase et al., 2000).  
 
Ces données ont permis de proposer un modèle de la réaction de la A-
NHEJ (figure 16). 
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De part son infidélité, la A-NHEJ est impliquée dans certains 
réarrangements chromosomiques associés à des cancers. Cette voie reste 
cependant minoritaire par rapport à la C-NHEJ dont le complexe DNA-PK et en 
particulier l’hétérodimère Ku représentent les principaux déterminants de sa 
prédominance sur la A-NHEJ (Bombarde et al., 2010; Cheng et al., 2011; Fattah 
et al., 2010). 
 
Par ailleurs, bien que la majorité des extrémités d’ADN double-brin 
générées au cours de la réplication soit prise en charge par la voie de 
recombinaison homologue, la C-NHEJ présente l’avantage d’être opérationnelle 
tout au long du cycle cellulaire. Concernant la fidélité de la C-NHEJ, ce 
processus est intrinsèquement conservatif dans la mesure où l’extrémité d’ADN 
ne nécessite pas de maturation pour la rendre ligaturable. A cet égard, la 
réparation des CDB générées au cours de la recombinaison V(D)J qui sont 
préférentiellement réparées par la voie de C-NHEJ, nécessite l’intervention 
Figure 16 : Modèle de réparation des CDB 
par la voie alternative de Jonction 
d’Extrémités Non-Homologues. 
 
La PARP1 reconnaît les extrémités d’ADN.
L’activité nucléasique de Mre11, en 
coopération avec CtIP, permet la résection de 
ces extrémités favorisant la recherche de 
zones de micro-homologies. La ligature est 
assurée par le complexe PNK/XRCC1/LigIII. 
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d’activités supplémentaires comme la terminal transférase (TdT) afin 
d’augmenter la diversité du répertoire immunitaire (Desiderio et al., 1984). 
L’importance de la voie de C-NHEJ dans la recombinaison V(D)J est soulignée 
par l’immunodéficience sévère des patients atteints de syndromes héréditaires 
liés à des mutations dans la plupart des gènes de C-NHEJ comme la Lig4 
(Enders et al., 2006), Cer-XLF (Buck et al., 2006; Cagdas et al., 2012), Artémis 
(Malu et al.; Moshous et al., 2001) ou la DNA-PKcs (van der Burg et al., 2009). 
 
Par ailleurs les CDB radio-induites sont également réparées 
préférentiellement par la voie de C-NHEJ, d’où le phénotype radio-sensible des 
cellules issues de patients atteints de ces syndromes de réparation (Ahnesorg et 
al., 2006; Buck et al., 2006; Moshous et al., 2001; van der Burg et al., 2006) 
ainsi que des cellules de rongeurs invalidées pour ces gènes (Nussenzweig et al., 
1996) 
 
La NHEJ et plus particulièrement la C-NHEJ représente donc en 
radiobiologie un champ d’investigation important. 
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B) Les protéines de la C-NHEJ 
 
1) Le complexe DNA-PK 
 
a) L’hétérodimère Ku 
a.1) Structure 
Ku est un hétérodimère composé de deux sous-unités : Ku70 (73 kDa et 609 
acides aminés) et Ku80 (86 kDa et 732 acides aminés) (Koike and Koike, 2005; 
Koike et al., 2001). Chez les eucaryotes, les deux sous-unités possèdent une 
faible homologie de séquence mais présentent 3 domaines de structures 
similaires (Walker et al., 2001): 
- Un domaine α/β amino-terminal ou domaine von Willebrand-A (vWA) 
- Un domaine central "β-barrel" 
- Et un domaine carboxy-terminal "α-helical arm".  
 
Chacune des sous-unités présente un domaine de localisation nucléaire 
(NLS) (Koike, 2002), ainsi qu’un domaine "cœur" central ("Ku core") 
nécessaire à l’hétérodimérisation des 2 sous-unités (Walker et al., 2001) (figure 
17). L’hétérodimérisation donne une structure en anneau qui entoure l’ADN sur 
environ deux tours d’hélice (figure 18).  
Concernant les parties carboxy-terminales (C-ter) de ces protéines, Ku70 
contient un domaine potentiel d’interaction avec l’ADN (domaine SAP = 
domaine SAF-A/B, Acinus and PIAS) (Aravind and Koonin, 2000) alors que la 
partie C-ter de Ku80 présente un domaine d’interaction protéine/protéine 
notamment impliqué dans son interaction avec la DNA-PKcs (Falck et al., 2005; 
Singleton et al., 1999).  
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Figure 17 : Organisation des différents domaines de Ku70 et Ku80 (d’après Mahaney et 
al., 2009). 
Ku80 et Ku70 partagent une organisation similaire : un domaine vWA N-terminal, un 
domaine central de liaison à l’ADN et d’hétérodimérisation, un motif NLS, un domaine C-
terminal en hélice-α (domaine SAP pour Ku70 et domaine avec motif d’interaction avec la 
DNA-PKcs pour Ku80). 
 
La stabilité du complexe Ku dépend de la présence des deux sous-unités. 
En effet, chez la souris l’inactivation de Ku70, respectivement de Ku80, entraîne 
un faible niveau d’expression de Ku80 (Burgman et al., 1997), respectivement 
de Ku70 (Yang et al., 1996b). Les cellules de hamster déficientes pour Ku80 
présentent également un faible niveau d’expression de Ku70 qui est restaurée 
par complémentation avec l’ADNc codant pour Ku80 (Singleton et al., 1997).  
 
 
 
 
Figure 18 : Structure tridimensionnelle du complexe Ku70/Ku80 lié à l’ADN. 
Représentation d’une vue de face (A) et de profil (B) de Ku lié à l’ADN. Ku80 est représenté 
en jaune, Ku70 en violet, l’ADN en gris (d’après (Postow, 2011)). 
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a.2) Fonction cellulaire de Ku 
 Plusieurs études montrent que Ku est une protéine majeure de la voie 
NHEJ. En effet, les souris déficientes pour cette protéine présentent un déficit 
immunitaire important qui provient de l’incapacité des cellules à effectuer une 
recombinaison V(D)J correcte et donc à produire des lymphocytes B et T 
matures (Fulop and Phillips, 1990; Manis et al., 1998). Une déficience de Ku 
rend également les cellules, comme les souris, très radiosensibles (Nussenzweig 
et al., 1997). Là encore, cette sensibilité est due à un défaut de réparation par la 
NHEJ des CDB radio-induites.  
 
a.2.1) Rôle dans la NHEJ 
 
Reconnaissance des CDB par Ku 
L’hétérodimère Ku (Ku70/Ku80) est extrêmement abondant dans la 
cellule (environ 400 000 molécules par cellule) (Woodgett, 1993) et possède une 
très grande affinité pour l’ADN (Kd = 2,4.10-9 à 5.10-10 M) (Blier et al., 1993). 
Cette propriété en fait une des premières protéines à se lier à l’ADN au niveau 
des CDB. Cette liaison, sur les 25 pb terminales de l’ADN (Mimori and Hardin, 
1986), se fait de manière indépendante de la séquence d’ADN.  
La liaison rapide de Ku au niveau des CDB permet de protéger les 
extrémités de l’ADN contre les attaques nucléotidiques excessives (Guirouilh-
Barbat et al., 2004; Liang and Jasin, 1996). En l’absence de Ku chez S. 
cerevisae, la quantité d’ADN simple brin formé par activité endonucléasique 5’-
3’ est augmentée d’un facteur 2 (Lee et al., 1998). De plus, il a été démontré in 
vitro, que la présence de Ku inhibe l’activité enzymatique au niveau de ces 
extrémités (Shim et al., 2010; Sun et al., 2011). 
 
Activité AP lyase de Ku 
Les CDB générées par les RI et les drogues radiomimétiques ou encore 
lors du changement de classe des Ig sont souvent associées à la création de sites 
abasiques (ou site AP pour apurinique/apyrimidique), qu’ils soient localisés au 
niveau des extrémités 5’ ou entre deux nucléotides intacts. De telles lésions 
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empêchent la réparation des CDB car elles bloquent l’étape de ligature de la 
NHEJ et doivent donc être éliminées. 
Dans ce contexte, les sites abasiques peuvent être éliminés par une activité 
5’-dRP/AP lyase similaire à celle observée dans la voie de BER. Les lyases 5’-
dRP/AP clivent ces sites en formant un intermédiaire covalent entre un site actif 
nucléophile et le Carbone 1’ du site abasique. Par la suite, le clivage du pont 
situé en 3’ du site abasique va donner une extrémité 5’ phosphate ligaturable 
(figure 19). 
 
 
 
Figure 19 : Modèle d’action des AP lyases. 
 
 
En 2010 Roberts et al ont cherché à comprendre comment le problème de 
la présence de sites abasiques pouvait être résolu au cours de la NHEJ. Leur 
étude a permis de mettre en avant une activité AP lyase portée par 
l’hétérodimère Ku, nécessaire pour l’élimination des sites abasiques situés à 
proximité des CDB (Roberts et al., 2010). 
42 
 
Tout récemment, la même équipe a précisé que l’activité AP lyase de Ku 
est maximale sur des sites abasiques situés au niveau des CDB, sur l’extrémité 
d’ADN simple brin sortante, à 2 ou 3 nucléotides d’une extrémité 5’-PO4 
(Strande et al., 2012). Cette propriété enzymatique de Ku permet de préparer les 
extrémités de l’ADN des CDB pour l’étape finale de ligature de la NHEJ (figure 
20). 
 
 
 
Figure 20 : Modèle d’action de Ku dans l’élimination des sites abasiques. 
L’activité AP lyase de Ku permet l’élimination des sites abasiques situés au niveau des 
extrémités de l’ADN des CDB. 
 
 
Recrutement et activation de la DNA-PKcs par Ku 
 Après sa propre liaison aux extrémités de l’ADN des CDB, Ku recrute la 
DNA-PKcs pour former le complexe DNA-PK (Hammarsten and Chu, 1998). 
Les 12 derniers acides aminés de Ku sont suffisants à son interaction avec la 
DNA-PKcs (Gell and Jackson, 1999; Singleton et al., 1999). Une fois fixé sur 
une extrémité libre de l’ADN, Ku est capable de se déplacer vers l’intérieur de 
l’hélice de manière indépendante de l’ATP (Dynan and Yoo, 1998). Cette 
translocation permet à la DNA-PKcs de se lier à son tour à l’ADN (Yoo and 
Dynan, 1999). L’association de l’ADN et de la DNA-PKcs suffit à activer cette 
dernière (Hammarsten and Chu, 1998). Cependant, son activité est augmentée 
de manière drastique lorsqu’elle est liée au complexe ADN/Ku, ce qui suggère 
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que l’interaction Ku/DNA-PKcs est nécessaire pour une activation optimale de 
l’enzyme (Singleton et al., 1999). 
 
Ku interagit avec d’autres facteurs de la NHEJ 
Il est à noter que Ku interagit aussi avec d’autres facteurs de la NHEJ tels 
que les composants du complexe de ligature : la Lig4 et XRCC4. L’interaction 
de Ku avec ces deux protéines se fait de manière indépendante de la présence 
d’ADN (Hsu et al., 2002; Mari et al., 2006). 
Ku interagit également avec Cer-XLF de manière dépendante de l’ADN 
(Yano et al., 2011; Yano et al., 2008) (détail au paragraphe 1.B.3.c sur Cer-
XLF).  
 
Devenir de Ku après la réaction de NHEJ 
La structure en double anneau très stable de Ku et sa translocation vers 
l’intérieur de l’ADN au cours de la réaction de NHEJ posent la question du 
devenir des complexes Ku bloqués sur l’ADN après l’étape de religature. En 
2011, une étude in vitro a montré que Ku80, en présence d’extrémités d’ADN, 
est polyubiquitinylé par des enchaînements d’ubiquitines impliquant la Lys48 
(K48-polyUb), et que cette ubiquitinylation est nécessaire pour son détachement 
de l’ADN (Postow, 2011). Plus récemment, l’implication de l’E3-ubiquitine 
ligase RNF8 dans la dégradation de Ku a été démontrée. En effet, la déplétion de 
RNF8 dans des cellules HeLa augmente la concentration en Ku80 et prolonge la 
rétention de Ku80 aux sites de dommages à l’ADN induits par laser (Feng and 
Chen, 2012). 
Ces données suggèrent que RNF8 cible Ku80 au niveau des sites de 
cassures afin d’extraire Ku et de le dégrader. Hormis la sous-unité 19S du 
protéasome, la ségrégase p97-VCP (Valosin-Containing Protein) est une des très 
rares chaperones capables de déstructurer des protéines portant spécifiquement 
des chaînes de K48-polyUb. VCP a récemment été impliquée dans la réponse 
aux CDB (Acs et al., 2011; Mallette and Richard, 2012; Meerang et al., 2011) et 
une étude plus ancienne montre que la S784 de VCP est phosphorylée par les 
enzymes de la famille des PIKK en réponse aux dommages à l’ADN in cellulo 
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(Livingstone et al., 2005). Il serait donc très intéressant de déterminer le rôle 
éventuel de p97-VCP dans l’extraction de Ku.  
 
 
a.2.2) Les autres fonctions cellulaires de Ku 
 
Ku et télomère 
Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’extrémité télomérique non 
protégée peut être reconnue comme une CDB par la voie NHEJ ce qui 
entraînerait des fusions chromosomiques. Il semble donc paradoxal de constater 
que Ku se lie aux télomères dans de nombreuses espèces et qu’il est requis pour 
sa régulation. 
Chez S. cerevisiae, la TERT (telomerase reverse transcriptase, la sous-unité 
catalytique de la télomérase) et TLC1 (RNA component of telomerase, le 
composant ARN de la télomérase) sont nécessaires pour la synthèse des 
répétitions de séquence et TCL1 agit comme une plateforme pour le recrutement 
de yKu. Lorsque l’interaction TCL1/yKu est détruite, la localisation et la 
rétention de l’holoenzyme sont perdues (Gallardo et al., 2008) et le niveau de 
TCL1 diminué (Mozdy et al., 2008; Zappulla et al., 2011).  Chez S. cerevisiae, 
les cellules déplétées en yKu ont une capacité très réduite de synthèse des 
répétitions de séquence de novo (Boulton and Jackson, 1996; Gravel et al., 1998; 
Porter et al., 1996; Stellwagen et al., 2003). Par une approche génétique, il a été 
montré que les fonctions de yKu dans la NHEJ et au télomère peuvent être 
découplées (Ribes-Zamora et al., 2007; Stellwagen et al., 2003). A cet égard il 
apparaît que les domaines vWA de yKu80 et yKu70 sont respectivement 
impliqués dans la fonction télomérique et la NHEJ (Ribes-Zamora et al., 2007). 
Ku participe également au maintien de la structure via son interaction avec des 
protéines télomériques (Roy et al., 2004; Tsukamoto et al., 1997).  
En ce qui concerne l’effet de la perte de Ku sur l’homéostasie des télomères 
de souris, la littérature est contradictoire : des études montrent une extension des 
télomères (Espejel et al., 2002) alors que d’autres présentent une réduction 
significative de la longueur télomérique (d'Adda di Fagagna et al., 2001). 
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 Chez l’homme, Ku70 et Ku80 sont des gènes essentiels à la viabilité 
cellulaire (Li et al., 2002) et il a été montré que l’invalidation conditionnelle de 
Ku80 conduit à la mort cellulaire accompagnée d’une perte massive des 
télomères sous forme de "cercles-t" (ou t-circles) (Wang et al., 2009).  
Ku jouerait donc un double rôle au niveau des télomères. Un rôle négatif en 
permettant les fusions télomériques par la voie de C-NHEJ en cas de défaut de 
protection par les protéines du complexe shelterin, ainsi qu’un rôle positif de 
protection en prévenant lui-même des fusions chromosomiques par une voie de 
NHEJ alternative (Bombarde et al., 2010; Samper et al., 2000).  
 
Ku et apoptose 
 
Parmi les nombreux partenaires protéiques de Ku identifiés, figure la 
protéine Bax qui est une protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2. Bax est 
une protéine cytosolique qui est transloquée à la mitochondrie en cas de 
processus apoptotique, entraînant la libération du cytochrome c.  
Une fraction de Ku70 cytosolique aurait une fonction anti-apoptotique en 
séquestrant Bax. Cette interaction Ku70/Bax est régulée négativement par 
acétylation de Ku70 (Cohen et al., 2004). Par ailleurs, grâce à son activité 
déubiquitinylase, Ku70 aurait également vis-à-vis de Bax un effet stabilisateur 
en le protégeant de la dégradation par le protéasome (Amsel et al., 2008).  
 
Ku et réplication 
Il a été montré que Ku est capable de se lier directement sur certaines 
origines de réplication in vitro et in vivo, et cette liaison précède et détermine le 
recrutement de certaines protéines Orc et donc la formation du complexe de 
préinitiation (Schild-Poulter et al., 2003; Sibani et al., 2005a; Sibani et al., 
2005b). Il en résulte que la déplétion en Ku s’accompagne d’un défaut 
d’activation des origines de réplication et d’un arrêt prolongé en phase G1 
(Rampakakis et al., 2008; Sibani et al., 2005a). 
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Ku et transcription 
Plusieurs études indiquent que Ku pourrait avoir une fonction de facteur de 
transcription du fait de sa capacité à se lier aux promoteurs et à réguler 
l’expression de certains gènes (Camara-Clayette et al., 1999; Giffin et al., 1999; 
Giffin et al., 1996; Jeanson and Mouscadet, 2002; Yang et al., 1996a). 
Cependant, d’autres études ont montré une implication de Ku dans la régulation 
de la transcription ne nécessitant pas de liaison de Ku à l’ADN. Par exemple, Ku 
est présent dans le complexe contenant la RNAPII (ARN polymérase II) 
(Maldonado et al., 1996). L’importance de cette interaction est mise en avant par 
le fait que des extraits de cellules déficientes pour Ku montrent une réduction 
significative de la transcription (Woodard et al., 1999). 
En 2002, l’équipe de William Dynan a montré que Ku interagit avec la forme 
hyperphosphorylée de la RNAPII (RNAPIIO) engagée dans l’élongation de la 
transcription, mais pas avec  la forme hypophosphorylée présente en phase 
d’initiation (RNAPIIA). Ils ont également décrit une interaction entre Ku et un 
des facteurs associés à la RNAPIIO : DSIF (DRB-sensitivity-inducing factor) 
(Mo and Dynan, 2002). Cette association avec le complexe d’élongation se fait 
via la partie C-terminale  de Ku80. De plus, ce domaine agit comme un 
dominant négatif et inhibe la transcription in vitro et in vivo (Mo and Dynan, 
2002) 
 
b) La DNA-PKcs 
 
La DNA-PKcs est une protéine de 469 kDa et 4128 aa appartenant à la 
famille des phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K). Elle fait plus précisément 
partie du groupe des PI3K-like kinases (PIKK) car elle agit comme une protéine 
kinase et non comme une lipide-kinase. Ce groupe contient également les 
protéines ATM (Ataxia Telangiectasia-Mutated) et ATR (ATM-, Rad3- related) 
(Jackson, 2002; Shiloh, 2003), mTOR/FRAP (mammalian Target Of Rapamycin 
/ FKB12-Rapamycin binding Protein), SMG-1 et TRRAP 
(Transactivation/tRansformation domain-Associated Protein). ATM et ATR sont 
impliquées dans la réponse aux dommages à l’ADN. ATM est, entre autres, 
activée par les CDB (voir paragraphe 1.A.2) alors qu’ATR est activée par 
l’accumulation d’ADN simple brin qui se produit notamment quand les fourches 
de réplication sont bloquées. SMG-1, quant à elle, est essentielle à la voie du 
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NMD (Nonsense-Mediated RNA Decay), une voie de surveillance de l’ARN qui 
induit la dégradation des ARN messagers portant des codons stop prématurés. 
Enfin, mTOR/FRAP est une protéine impliquée dans la régulation positive de la 
traduction assurant notamment la stimulation de la biogénèse des ribosomes 
ainsi que la traduction dépendante de la coiffe. 
 
Toutes les protéines de la famille des PIKK possèdent une région 
carboxy-terminale composée d’un domaine kinase entouré par un domaine FAT 
(FRAP, ATM, TRRAP) et un domaine FATC (FAT C-terminal) dont les rôles 
ne sont pas encore clairement définis (figure 21). 
 
 
 
Figure 21 : Principaux représentants de la famille des PIKK. D’après (Shiloh, 2003). 
Les PIKK portent un domaine FAT, PI3K et FAT en C-terminal (FATC). 
 
La DNA-PKcs porte une activité sérine/thréonine kinase activée par sa 
liaison au complexe Ku/ADN (Singleton et al., 1999). Elle phosphoryle 
préférentiellement les sérines ou les thréonines suivies par une glutamine mais 
peut aussi phosphoryler des sites où la glutamine est remplacée par un résidu 
hydrophobe (Anderson and Lees-Miller, 1992; Chan et al., 1999). L’activité 
kinase de la DNA-PKcs peut être inhibée de manière spécifique grâce à certains 
inhibiteurs comme le NU7026 (ou LY293646) (Veuger et al., 2003) ou le 
IC486241 (ou ICC) (Davidson et al., 2012) qui agissent par compétition sur le 
site de fixation de l’ATP. 
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b.1) Structure 
La majorité de la chaîne polypeptidique de la DNA-PKcs est composée de 
motifs HEAT (Hungtingtin, elongation factor3, A subunit of protein 
phosphatase 2A and TOR1) répétés. Un motif HEAT est constitué de 2 hélices α 
anti-parallèles (de 20 acides aminées en moyenne) séparées par 4 acides aminés 
et interagissant l’une avec l’autre (Brewerton et al., 2004; Groves and Barford, 
1999) (figure 22). 
 
 
Figure 22 : Exemple de motif HEAT constitué de deux hélices-α anti-parallèles (d’après 
(Ochi et al., 2010)). 
 
La DNA-PKcs possède 66 hélices α en position N-terminale. Ces hélices 
forment un motif circulaire dans lequel il persiste une ouverture de taille faible. 
A l’intérieur de cette partie circulaire, se trouve un domaine globulaire de liaison 
à l’ADN (figure 23). Ce site reste le meilleur candidat pour la reconnaissance de 
l’ADN simple et double brin par la DNA-PKcs. Au sein de cette structure 
circulaire se trouvent également des points d’irrégularité qui pourraient jouer un 
rôle dans le changement conformationnel de la DNA-PKcs (Spagnolo et al., 
2006). Il se peut que ce changement augmente la taille de l’ouverture et permette 
le détachement de la DNA-PKcs de l’ADN. 
Par ailleurs, la région carboxy-terminale de la DNA-PKcs forme une tête 
contenant les domaines FAT, kinase et FATC (Bosotti et al., 2000). C’est 
également via cette partie que le DNA-PKcs interagit avec d’autres protéines : 
KIP (kinase interacting protein) (Wu and Lieber, 1997), Ku, c-Abl (Jin et al., 
1997). 
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Figure 23 : Structure de la DNA-PKcs vue de face (a) et de profil (b). Les sites flexibles sont 
indiqués par des flèches bleues, la structure circulaire est en vert, le domaine putatif de liaison 
à l’ADN est en violet, les domaines FAT et FATC sont en rouge et le domaine kinase en 
jaune (d’après (Ochi et al., 2010)). 
 
 
b.2) Activité  
L’activité sérine/thréonine kinase de la DNA-PKcs est dépendante de sa 
liaison à l’ADN et à Ku. Le phénotype radiosensible associé à l’inhibition de 
son activité (par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques ou par l’expression de 
variants catalytiquement inactifs) indique clairement que cette activité kinase est 
absolument nécessaire à la NHEJ. In vitro, un grand nombre de substrats ont été 
identifiés, parmi lesquels on peut retrouver : 
- des protéines de réparation de l’ADN : la DNA-PKcs elle-même, Ku70/80 
(Chan et al., 1999; Douglas et al., 2005), Artémis (Drouet et al., 2006; Ma et al., 
2005), XRCC4 (Drouet et al., 2005; Leber et al., 1998; Lee et al., 2004b; 
Matsumoto et al., 2000; Yu et al., 2003), l’ADN ligase 4 (Wang et al., 2004), 
Cer-XLF (Wu et al., 2007; Yu et al., 2008), WRN (Werner syndrome mutated 
protein) (Karmakar et al., 2002a), PARP-1 (Ariumi et al., 1999; Ruscetti et al., 
1998),  
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- des protéines de signalisation des dommages : CHK2 (Li and Stern, 2005), 
H2AX … 
- des protéines impliquées dans la transcription : 
- des ARN polymérases : l’ARN pol I (Kuhn et al., 1995; Michaelidis and 
Grummt, 2002) et le domaine carboxy-terminal de l’ARN pol II (Dvir et 
al., 1993)… 
- des facteurs de transcription : c-ABL (Kharbanda et al., 1997), c-JUN 
(Bannister et al., 1993), c-MYC (Iijima et al., 1992)… 
- des co-activateurs transcriptionnels : AIRE (AutoImmune REgulator) 
(Liiv et al., 2008), IGFB-3 (Insulin-like growth factor-binding protein 3) 
(Cobb et al., 2006), RNA hélicase A/ADN hélicase II (Zhang et al., 2004; 
Zhong and Safa, 2007)… 
- des facteurs de maturation des ARNm 
- des protéines de liaison à l’ARN : SAF-A (Scaffold Attachment Factor 
A) (Ruscetti et al., 1998)… 
- des kinases : PKB (Protein Kinase B)/AKT (Park et al., 2009), JNK (c-
Jun N-terminal kinases) (Park et al., 2001) 
- des protéines chromatiniennes : C1D (Nuclear nucleic acid-binding protein 
C1D) (Yavuzer et al., 1998), histone H1 (Kysela et al., 2005), HMG-1/2 (High 
Mobility Group 1/2) (Watanabe et al., 1994)… 
- des complexes de modifications des histones : HDAC3 (Histone deacetylase 
3) (Jeyakumar et al., 2007), hGCN5 (Barlev et al., 1998)… 
 
 
Il apparaît cependant qu’une partie seulement de ces substrats puisse être 
validée in vivo. Parmi ceux-ci figure en premier lieu la DNA-PKcs elle-même. 
Près de 30 sites de phosphorylation ont été identifiés (Chan et al., 2002; Cui et 
al., 2005; Ding et al., 2003; Douglas et al., 2002; Hammel et al.). Certains 
d’entre eux sont regroupés en clusters. On trouve notamment, le cluster ABCDE 
(Thr2609, Ser2612, Thr2620, Ser2624, Thr2638, Thr2647) (Douglas et al., 2002) et le 
cluster PQR (Ser2023, Ser2029, Ser2041, Ser2053, Ser2056) (Cui et al., 2005) composés 
de 6 et 5 sites de phosphorylation respectivement (figure24). 
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Figure 24 : Principaux sites d’autophosphorylation de la DNA-PKcs. 
Les domaines FATC, PI3K et FAT sont indiqués ainsi que les clusters ABCDE, PQR et le site 
T3950 d’autophosphorylation de la DNA-PKcs (D’après (Cui et al., 2005)). 
 
 
Des études plus poussées ont été menées sur la phosphorylation de ces 
clusters. Les mutants non phosphorylables sur un seul des sites du cluster 
ABCDE ne présentent pas de défaut de radiorésistance majeur par comparaison 
avec la forme sauvage de la DNA-PKcs (Ding et al., 2003). La phosphorylation 
de ces sites de manière individuelle n’est donc pas essentielle à la fonction de la 
DNA-PKcs dans la NHEJ. En revanche, lorsque 5 (ABCD) ou 6 (ABCDE) des 
sites sont mutés, la radiosensibilité des cellules devient égale, voir supérieure, à 
celle observée dans les cellules déficientes en DNA-PKcs (Ding et al., 2003). 
Ces mutations entraînent également un défaut de la recombinaison V(D)J. Ces 
observations prouvent que la phosphorylation du cluster ABCDE est 
fondamentale pour l’activité de la DNA-PKcs dans la NHEJ. Toutefois, la 
mutation de ce cluster n’affecte pas l’activité kinase de la DNA-PKcs. La 
radiosensibilité observée n’est donc pas liée à une perte d’activité kinase. 
 
Une étude menée par l’équipe de David Chen montre que la mutation du 
cluster ABCDE et de la Ser2056 n’affecte pas le recrutement de la DNA-PKcs 
au niveau des CDB (Chen et al., 2005). Cependant, elle entraîne une diminution 
de la vitesse d’échange de la DNA-PKcs au niveau des CDB. La DNA-PKcs 
non phosphorylée sur ces sites semble donc former un complexe plus stable. 
Leur phosphorylation est donc nécessaire à la déstabilisation de la DNA-PKcs 
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permettant ainsi potentiellement aux autres protéines de la NHEJ d’avoir accès 
aux extrémités de l’ADN et de réaliser les étapes de maturation et de ligature. 
En ce qui concerne le cluster PQR, la mutation des 5 sites n’affecte que 
peu ou pas la radiorésistance des cellules et n’entraîne pas de perte de l’activité 
kinase de la DNA-PKcs. Cependant, un défaut de maturation des extrémités de 
l’ADN au niveau des CDB a été observé (Cui et al., 2005).  
Au vu de ces études, il semble que la phosphorylation des deux clusters 
permette de réguler la maturation des extrémités positivement ou négativement 
en fonction du cluster.  
En dehors de ces clusters, la T3950 localisée dans le domaine kinase de la 
DNA-PKcs est également un site d’autophosphorylation validé in vitro mais 
aussi in vivo en réponse aux RI (Douglas et al., 2007). La substitution T>A 
(mutant non phosphorylable) n’affecte pas l’activité kinase de la DNA-PKcs 
alors que la substitution T>D (mutant phosphomimétique) annule la 
recombinaison V(D)J et augmente la radiosensibilité des cellules, ce qui suggère 
une perte de l’activité kinase. De plus, les mutations de ce site n’affectent pas 
l’interaction de la DNA-PKcs avec Ku ou l’ADN in vitro. 
Toutes ces données indiquent que d’autres sites de phosphorylation 
doivent être impliqués dans la dissociation de la DNA-PKcs. 
Par ailleurs, il a été montré que l’immobilisation de la partie N-terminale 
de la DNA-PKcs par des anticorps (en l’absence de Ku ou d’ADN) active cette 
dernière (Meek et al., 2012). Cette observation suggère qu’un changement de 
conformation de sa partie N-terminale active la DNA-PK. 
 
c) Le rôle du complexe DNA-PK dans le maintien et la 
protection des extrémités libres de l’ADN 
La DNA-PKcs est recrutée au niveau des sites de CDB grâce à son 
interaction avec l’hétérodimère Ku (Gottlieb and Jackson, 1993; Hammarsten 
and Chu, 1998). En effet, la présence de Ku multiplie par 100 la capacité de 
liaison de la DNA-PKcs à l’ADN. Ensemble, Ku et la DNA-PKcs forment le 
complexe DNA-PK.  
Deux DNA-PK fixées de part et d’autre de la cassure peuvent alors 
interagir et former une synapse (DeFazio et al., 2002; Spagnolo et al., 2006). 
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Cette synapse permet le rapprochement des deux extrémités de l’ADN durant la 
réparation, évitant ainsi les remaniements génétiques et limitant la dégradation 
des extrémités par des nucléases (Mahaney et al., 2009). 
La formation de cette synapse favorise l’autophosphorylation de la DNA-PKcs. 
En 2007, il a été montré que l’autophosphorylation de la DNA-PKcs a lieu en 
trans (Meek et al., 2007) (figure 25). Comme vu précédemment, la trans-
autophosphorylation de la DNA-PKcs induit des changements conformationnels 
permettant de réguler l’accès des extrémités aux protéines de maturation, ainsi 
que la dissociation de la DNA-PKcs.  
 
 
Figure 25 : Shéma de la synapse et de la trans-autophosphorylation de la DNA-PKcs. 
D’après (Spagnolo et al., 2006) 
 
 
2) Les protéines de maturation des extrémités 
 
 Les extrémités libres de l’ADN, notamment celles générées par les RI ou 
les radiomimétiques, présentent le plus souvent des modifications chimiques qui 
nécessitent l’intervention de protéines de maturation afin de les rendre 
compatibles avec la religature. Ces protéines de maturation appartiennent à 
plusieurs classes d’enzymes parmi lesquelles figurent notamment des nucléases 
(Artémis, WRN, APLF [Aprataxin and PNK-like factor], …), des hélicases 
(WRN, …), des nuléotide kinases/phosphatases (PNK), ou des ADN 
polymérases (polλ , pol µ, TdT, …). 
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a) Artémis 
Le gène ARTEMIS a été identifié chez des patients RS-SCID 
(radiosensitive-severe combined immunodeficiency) et SCIDA (Athabascan 
SCID) (Moshous et al., 2001; Moshous et al., 2003; Noordzij et al., 2003). Chez 
ces patients, le gène est muté, entraînant une radiosensibilité qui reflète le rôle 
de la protéine Artémis dans la réparation des CDB via la voie NHEJ.  
a.1) Structure et activité 
Artémis est une endonucléase de 692 aa avec une masse d’environ 78 kDa 
nécessaire à la résolution des structures en épingle à cheveux durant la 
recombinaison V(D)J  (voir chapitre 1.A.1.a.1.1) (Ma et al., 2002).  
Artémis et la DNA-PKcs forment un complexe dans la cellule (Ma et al., 
2002). Il a été proposé que Artémis seule, possède une activité exonuclease 
5’3’ spécifique de l’ADN simple brin. Cependant, une étude a montré que, si 
dans certaines conditions de purification Artémis présente une activité 
exonucléase, lorsque l’on utilise d’autres conditions de purification cette activité 
exonucléase est perdue (Pawelczak and Turchi, 2010). L’activité exonucléase 
prêté à Artemis proviendrait donc d’une autre exonucléase. 
 Des études menées en 2002 et 2005 ont décrit que l’association 
d’Artémis avec, et sa phosphorylation par, la DNA-PKcs lui conférait une 
activité endonucléase (Ma et al., 2002; Ma et al., 2005). Depuis, ces résultats ont 
été remis en question en montrant d’une part que la mutation des six sites de 
phosphorylation d’Artémis par la DNA-PKcs (S516, S535, S538, S548, S553 et 
S645) (Soubeyrand et al., 2006) n’affectait pas la régulation de son activité 
nucléase par cette dernière (Goodarzi et al., 2006), et d’autre part que c’est 
l’autophosphorylation de la DNA-PKcs qui déterminait cette régulation (Drouet 
et al., 2006; Goodarzi et al., 2006). La phosphorylation du cluster ABCDE 
pourrait ainsi induire un changement de conformation de l’holoenzyme qui 
rendrait l’ADN accessible pour un clivage par Artémis (Goodarzi et al., 2006). 
Deux domaines situés en N-terminal de la protéine sont importants pour 
son activité enzymatique : le domaine métallo-β-lactamase et le domaine β-
CASP (metallo-β-lactamases-associated CPSF ARTEMIS SNM1 PSO2) (figure 
26). Un résidu histidine localisé dans le domaine β-CASP, a récemment été 
identifié pour son rôle critique dans l’activité catalytique d’Artémis (de Villartay 
et al., 2009). En effet, l’histidine 254 est nécessaire pour l’activité d’Artémis in 
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vitro et sa mutation chez l’Homme entraîne un syndrome RS-SCID. La partie C-
terminale semble être impliquée dans son interaction avec la DNA-PKcs. 
 
 
Figure 26 : Représentation schématique d’Artémis. 
Les domaines Métallo-β-lactamase et β-CASP sont représentés ainsi que les sites de 
phosphorylation par la DNA-PKcs (daprès(Kurosawa and Adachi, 2010). 
 
a.2) Rôle d’Artémis dans la NHEJ 
Hormis son rôle essentiel dans la formation des jonctions codantes de la 
recombinaison V(D)J, Artémis ne joue un rôle dans la NHEJ que pour la prise 
en charge d’environ 10-15% des lésions (Riballo et al., 2004). Nous avons 
précédemment vu que les RI entraînent des CDB présentant des modifications 
chimiques (voir paragraphe 1.A.1.b.1). Il est ainsi probable que le complexe 
Artémis/DNA-PKcs joue un rôle spécifique dans l’élimination des modifications 
chimiques des extrémités de l’ADN avec une perte minimale de matériel. Le 
recrutement préférentiel de la DNA-PKcs sur des CDB complexes a d’ailleurs 
été mis en évidence très récemment (Reynolds et al., 2012). 
Artémis est capable de supprimer les groupements 3’ phosphoglycolate 
des extrémités de l’ADN in vitro en éliminant au moins 2 nucléotides (Povirk et 
al., 2007). Son activité endonucléase est, quant à elle, dirigée contre l’ADN 
présentant des transitions double/simple brin et les structures en épingle à 
cheveux formées au cours de la recombinaison V(D)J notamment. Artémis 
interviendrait également dans les étapes précoces de la fragmentation de l’ADN 
au cours du processus d’apoptose (Britton et al., 2009a). 
 
 
 
56 
 
b) Les ADN polymérases : TdT, pol µ, pol λ. 
Les dommages à l’ADN induits par les RI peuvent conduire à la création 
de brèches dans la séquence ADN qui nécessitent l’action d’ADN polymérases 
pour leur réparation. Les ADN polymérases µ et λ ainsi que la TdT (Terminal 
deoxynucleotidyl Transferase) sont recrutées au niveau des CDB via leur 
interaction avec Ku et le complexe XRCC4/Lig4 et sont impliquées dans la 
NHEJ (Mueller et al., 2008). Toutes trois font partie de la famille des ADN-pol 
X et possèdent un domaine BRCT en N-terminal ainsi qu’un domaine 
catalytique en C-terminale (figure 27).  
 
 
 
Figure 27 : Représentation schématique des ADN polymérases : TdT, pol µ, pol λ (d’après 
(Mizushina et al., 2010; Ramadan et al., 2004)). 
Le signal de localisation nucléaire (NLS), le domaine BRCT, la région riche en proline ainsi 
que le motif pol X sont représentés. 
 
La TdT est uniquement exprimée dans les cellules du système 
immunitaire durant la recombinaison V(D)J. Elle permet d’augmenter la 
diversité des récepteurs aux antigènes et des anticorps circulants par addition de 
nucléotides au niveau des CDB générées de chaque côté des jonctions codantes 
durant la recombinaison V(D)J (Benedict et al., 2000). 
Les ADN polymérases µ et λ ont une expression plus ubiquitaire 
(Dominguez et al., 2000). Elles ont la capacité de remplir un intervalle de 1 
nucléotide dans des CDB alignées (Nick McElhinny et al., 2005; Zhou et al., 
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2008), mais seule pol λ peut remplir des intervalles plus grands (Lee et al., 
2004a) 
Cependant, les cellules isolées d’animaux déficients pour les ADN 
polymérases µ ou λ ne présentent pas de sensibilité particulière envers les agents 
génotoxiques (Bertocci et al., 2003; Kobayashi et al., 2002). De plus, des souris 
déficientes pour les ADN polymérases µ et λ ne présentent pas une 
radiosensibilité accrue aux RI (Bertocci et al., 2006). Des études ont tout de 
même décrit une sensibilité aux RI des cellules de mammifères exprimant une 
forme inactive de l’ADN polymérase µ ou λ (Capp et al., 2006; Capp et al., 
2007). Il semble donc que ces polymérases aient une activité au moins 
partiellement redondante dans la NHEJ puisque l’absence d’une polymérase 
n’entraîne pas de phénotype alors qu’une polymérase catalytiquement inactive 
bloquant l’accès des extrémités de l’ADN aux autres polymérases entraîne une 
sensibilisation des cellules aux agents clastogènes.  
 
 
c) Autres enzymes de modification : PNK, APLF, WRN 
 
La PNK (PolyNucleotide Kinase) possède une activité ADN 3’-
phosphatase et une activité ADN 5’-kinase (figure 26) nécessaires à la 
modification des groupes 3’P ou 5’OH non ligaturables pouvant se présenter aux 
extrémités de l’ADN. L’interaction de la PNK avec XRCC4 phosphorylée par 
CK2 (Caseine Kinase 2), via son domaine FHA (Forkhead-associated domain) 
situé en N-terminal (Koch et al., 2004), va dans le sens d’un rôle dans la 
maturation des extrémités au cours de la NHEJ. Les domaines FHA sont 
présents sur de nombreuses protéines impliquées dans diverses fonctions 
(kinases, phosphatases, facteurs de transcription, protéines de liaison à 
l’ARN…). Ils agissent comme des modules de liaison aux phosphothréonines. 
Par ailleurs, un défaut d’expression de la PNK conduit à une 
radiosensibilité accrue ainsi qu’à une perte partielle de réparation des CDB 
(Karimi-Busheri et al., 2007; Rasouli-Nia et al., 2004). 
 
APLF (Aprataxin and PNK-like factor) porte une activité endonucléase et 
exonucléase compatibles avec un rôle dans la maturation des extrémités de 
l’ADN. Une diminution de l’expression d’APLF conduit à un défaut de 
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réparation des CDB, ce qui va dans le sens d’un rôle dans la NHEJ (Macrae et 
al., 2008). Tout comme la PNK, elle possède un domaine FHA et interagit avec 
XRCC4 précédemment phosphorylée par CK2 (Kanno et al., 2007; Macrae et 
al., 2008). De plus, un défaut de recrutement de XRCC4 au niveau des 
dommages à l’ADN a été observé dans des lignées cellulaires déficientes pour 
APLF (Rulten et al., 2011). La localisation de XRCC4 est restaurée par 
expression l’expression d’APLF dans ces cellules. Un des rôles d’APLF pourrait 
donc être de maintenir une concentration assez importante de complexe X4/Lig4 
au niveau de la chromatine endommagée afin de permettre une ligature plus 
rapide de l’ADN (Rulten et al., 2011). Elle peut également interagir avec Ku 
(figure 28) (Kanno et al., 2007).  
 
 
  
 
Figure 28 : Représentation schématique des protéines PNK et APLF (daprès (Lieber, 
2010) ). 
PNK et APLF possèdent un domaine FHA en N-terminale ainsi qu’un domaine de liaison à 
XRCC4. Les domaines kinase et phosphatase de la PNK sont également représentés ainsi que 
le domaine de liaison d’APLF à Ku. 
 
WRN (hélicase Werner) est une protéine de 1432 aa, membre de la 
famille des RecQ hélicases. WRN porte une activité ATPase dépendante de 
l’ADN, une activité hélicase 3’5’ et une activité exonucléase 3’5’. En C-
terminal du domaine RecQ hélicase se trouve un domaine conservé d’environ 80 
aa nommé RQC et un domaine HRDC (Helicase Related Domain) que l’on 
retrouve dans de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme de 
l’ADN. WRN possède une NLS à son extrémité C-terminale (figure 29). Des 
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mutations dans le gène WRN sont associées au Syndrome de Werner, une 
maladie héréditaire caractérisée par un vieillissement prématuré lié à un défaut 
de maintien des télomères, une instabilité génétique et une prédisposition aux 
cancers (Brosh and Bohr, 2007).  
WRN interagit in vitro et in vivo avec Ku (Cooper et al., 2000; Karmakar 
et al., 2002b). Une étude a montré que la partie N-terminale de WRN interagit 
avec les aa 215 à 276 de Ku avec une grande affinité ce qui stimule l’activité 
exonucléase de WRN (Cooper et al., 2000). Une étude plus complète a révélé 
que la partie C-terminale de WRN peut interagir avec Ku80 alors que sa partie 
N-terminale interagit avec Ku70 et que seule cette dernière liaison est nécessaire 
pour la stimulation de l’activité exonucléase de WRN (Karmakar et al., 2002b).  
WRN interagit également via XRCC4 avec le complexe XRCC4/Lig4, ce 
qui stimule l’activité exonucléase de WRN (Kusumoto et al., 2008). En 
revanche, WRN est un substrat de la DNA-PKcs et sa phosphorylation entraîne 
une inhibition de ses activités exonucléase et hélicase (Karmakar et al., 2002a). 
Il est envisageable que cette régulation fonctionnelle de WRN par Ku, DNA-
PKcs et X4/Lig4 reflète une implication de WRN dans la maturation des 
extrémités de l’ADN durant la NHEJ. Cette fonction serait cependant accessoire 
et/ou partagée avec d’autres protéines car les cellules déficientes en WRN sont 
très peu radiosensibles (Brosh and Bohr, 2007). 
 
 
 
Figure 29 : Représentation schématique de la protéine WRN (d’après (Hu et al., 2005) ). 
Les domaines exonucléase, hélicase et NLS sont représentés ainsi que le domaine conservé 
RQC et le domaine HRDC. Les protéines Ku70 et Ku80 sont représentées au niveau de leur 
zone d’interaction avec WRN. 
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3) Le complexe de ligature  
Dans la voie NHEJ, l’étape finale de ligature est assurée par le complexe 
de ligature composé de XRCC4, de l’ADN Ligase IV et de Cernunnos-XLF. 
 
a) XRCC4 
XRCC4 (X-Ray-sensitive Cross-Complementing group 4) est une protéine 
de 336 acides aminés et de 38 kDa. Les cellules présentant un défaut dans 
l’expression de la protéine XRCC4 sont hypersensibles aux RI et déficientes en 
recombinaison V(D)J (Lee et al., 2003; Li et al., 1995). De plus, l’absence de 
XRCC4 dans les souris est létale au stade embryonnaire. Ces observations 
démontrent un rôle important d’XRCC4 dans la NHEJ. Cependant, la protéine 
XRCC4 n’a pas de fonction enzymatique connue. Elle jouerait cependant un rôle 
de plateforme pour les autres protéines de la NHEJ (Koch et al., 2004). 
 
a.1) Structure 
XRCC4 est composée d’une tête globulaire en N-terminal, suivie d’une 
tige en hélice-α et d’un domaine C-terminal non structuré contenant une 
séquence de localisation nucléaire (aa 270-275) (Junop et al., 2000; Wu et al., 
2009) (figure 30).  
 
 
Figure 30 : Représentation schématique des domaines de XRCC4 (d’après Mahaney et al., 
2009). 
XRCC4 est composé d’une tête globulaire (Head) et d’une tige en hélice-α (Stalk). Les sites 
d’interaction avec les protéines Cer-XLF et Lig4 sont indiqués ainsi que la région 
d’homodimérisation de XRCC4. La S260 et la S318 sont les sites de phosphorylation par la 
DNA-PKcs et la T233 par CK2. La K210 correspond au site de sumoylation de XRCC4. 
61 
 
XRCC4 forme un homodimère stabilisé principalement par des 
interactions au niveau des tiges en hélice-α qui forment une structure de type 
coiled-coil. Sous certaines conditions in vitro, deux dimères peuvent interagir 
pour former un tétramère. Cependant, cette interaction entre deux dimères met 
en jeu la région d’interaction de XRCC4 avec la Lig4 (Modesti et al., 2003). De 
plus, l’affinité de XRCC4 avec la Lig4 est beaucoup plus forte (KD~10-10) que 
celle avec un autre homodimère de XRCC4 (KD~20.10-6) (Modesti et al., 2003). 
Les complexes actifs XRCC4/Lig4 (X4L4) retrouvés dans les cellules sont de ce 
fait composés d’un homodimère de XRCC4 et d’une molécule de Lig4 (figure 
31).  
L’interaction entre XRCC4 et la Lig4 est essentielle pour stabiliser cette 
dernière, qui est dégradée en l’absence de XRCC4 (Bryans et al., 1999). Cette 
interaction est très stable puisqu’elle résiste à 2 M de NaCl ou 7 M d’urée 
(Critchlow et al., 1997; Sibanda et al., 2001). XRCC4 se lie également à Cer-
XLF mais cette interaction est très sensible à la concentration en sels. 
L’interaction de XRCC4 avec ces deux protéines sera détaillée dans les 
prochains chapitres consacrés à la Lig4 et à Cer-XLF. 
 
  
 
Figure 31 : Structure de XRCC4 (d’après la revue (Ochi et al., 2010)). Représentation du 
dimère et du tétramère de XRCC4 ainsi que de sa liaison avec un domaine de l’ADN Ligase 
IV (voir partie 1.B.3.b sur la Ligase IV). 
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a.2) Modifications de XRCC4 
 
La partie C-terminal de XRCC4 est la cible de modifications post-
traductionnelles. Par exemple, la DNA-PKcs phosphoryle XRCC4 (Leber et al., 
1998) sur la S260 et la S318 situées dans la région C-ter et régule sa liaison à 
l’ADN.  
XRCC4 est également phosphorylée par la CK2 sur la T233. Cette 
phosphorylation entraîne le recrutement de la PNK (Koch et al., 2004) comme 
indiqué précédemment (paragraphe 1.B.2.c). 
L’acide aminé K210 est également important pour la sumoylation de 
XRCC4 qui régule la localisation cellulaire de XRCC4. En effet, l’ajout de 
SUMO-1 sur cette lysine est nécessaire au passage de XRCC4 dans le noyau où 
il est rapidement dé-sumoylé (Yurchenko et al., 2006). 
Enfin, des études menées au sein de notre laboratoire par Sébastien 
Britton ont permis de mettre en évidence 4 niveaux de retard de migration (N0, 
N1, N2 et N3) de XRCC4 sur SDS-PAGE de manière corrélée avec la quantité 
de CDB induites par la Calichéamicine (figure 32). Ces retards de migration 
sont dus à différents états de phosphorylation de XRCC4 en réponse aux CDB. 
Une analyse par spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence 10 sites 
de phosphorylation dont certains sont responsables des niveaux de 
phosphorylation N2 et N3. Il semble que la phosphorylation de ces 10 sites soit 
assurée par la DNA-PKcs et ATM. 
 
Figure 32 : Analyse des retards électrophorétiques de XRCC4 pour des doses croissantes 
de calichéamicine (Britton et al. résultats non publiés) 
A) Analyse par western-blot de lysats de cellules HT1080 traitées à la calichéamicine (Cali) 
durant 1 h à la dose indiquée. B) Analyse par western-blot des différents niveaux de 
phosphorylation de XRCC4 induits par des doses croissantes de calichéamicine. 
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b) L’ADN Ligase IV (Lig4) 
 
La Lig4 joue un rôle clé dans la NHEJ puisqu’elle catalyse la ligature des 
extrémités d’ADN (Grawunder et al., 1998). C’est une des 3 ADN ligases 
humaines dépendantes de l’ATP (Adénosyne TriPhosphate) avec l’ADN ligase I 
et III (Ellenberger and Tomkinson, 2008). Elle appartient à la superfamille des 
nucléotidyltransférases et assure une réaction de transfert nucléotidique 
composée se déroulant en trois  étapes : 
- Formation d’un intermédiaire NMP (Nucléotide MonoPhosphate) à partir 
d’un nucléotide triphosphate (généralement l’ATP). 
- Transformation du NMP en polynucléotide 3’ phosphate. 
- Ligature de 5’ phosphate avec le 3’ hydroxyle. 
 
La réaction de ligature des extrémités de l’ADN, assurée par le complexe 
X4/L4 lors de la NHEJ, nécessite la pré-adénylation de la Lig4. Pour cela, une 
molécule d’AMP (Adénosine MonoPhosphate) se lie de façon covalente sur la 
lysine 273 de la Lig4 à partir d’une molécule d’ATP pour former un 
intermédiaire adénylé AMP-ligase (figure 33). Ainsi modifiée, la Lig4 va alors 
transférer l’AMP sur le 5’-phosphate de l’ADN, avant son relargage. 
L’extrémité 5’-adénylée de l’ADN est ensuite attaquée par l’extrémité 3’OH du 
brin adjacent, ce qui libère l’AMP et crée une liaison covalente rétablissant la 
continuité du brin d’ADN. Il est ensuite nécessaire que la Lig4 soit ré-adénylée 
pour catalyser une nouvelle réaction. 
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Figure 33 : Mécanisme réactionnel de la ligature d’ADN par l’ADN ligase IV. 
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Structure 
La Lig4 possède un domaine de liaison à l’ADN (DBD pour DNA Binding 
Domain) ainsi qu’un domaine catalytique, lui-même composé d’un domaine 
NTase (NucleotidylTransferase) et d’un domaine OBD (OB-fold domain). Elle 
porte également deux domaines BRCT répétés en tandem en position C-
terminale (Marchetti et al., 2006) (figure 34). Cette région est responsable de 
l’interaction de la Lig4 avec XRCC4 (Bryans et al., 1999). En effet, les 
domaines BRCT de la Lig4 entourent la tige hélicoïdale de XRCC4 à laquelle 
elle se lie par le second domaine BRCT et le linker situé entre les 2 BRCT et 
dont les motifs hélice-boucle-hélice forment une pince (Wu et al., 2009) (figure 
35). 
 
 
Figure 34 : Représentation des domaines fonctionnels de l’ADN Ligase 4 (d’après 
Marchetti et al., 2006). 
DBD = DNA Binding Domain ; NTase = NucleotydilTransferase ; OBD = OB-fold domain ; 
BRCT = BRCA1 [breast cancer associated 1] C-terminal. Les sites d’interaction de la Lig4 
avec Ku et XRCC4 sont également représentés. 
 
 
 
Figure 35 : Structure de l’interaction XRCC4 / Lig4. 
XRCC4 est représenté en bleu alors que le tandem BRCT et le 
XIR de la Lig4 sont représentés en violet (Wu et al., 2009). 
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c) Cernunnos-XLF (Cer-XLF) 
 
En 2003, a été rapportée l’existence d’un patient présentant un défaut de 
recombinaison V(D)J et une sensibilité des fibroblastes aux RI, des éléments 
caractéristiques d’un défaut de NHEJ. Cependant aucun des gènes connus 
impliqués dans cette voie ne présentait d’anomalies (Dai et al., 2003). Ce n’est 
qu’en 2006 que deux équipes ont simultanément identifié le gène responsable de 
ces symptômes par différentes approches expérimentales. 
Un premier groupe a réalisé une complémentation fonctionnelle par 
transduction rétrovirale de fibroblastes de patienst RS-SCID avec une banque 
d’ADNc humains, suivie d’une sélection à la bléomycine. L’ADNc 
complémentant le défaut de ces cellules code pour une protéine de 299 aa 
baptisée Cernunnos qui restaure les fonctions de réparation des CDB et de 
recombinaison V(D)J (Buck et al., 2006).  
En parallèle, la recherche de nouveaux partenaires de XRCC4 par la 
technique du double-hybride a permis d’identifier une protéine de 33 kDa 
nommée XRCC4-Like Factor (XLF) du fait d’une structure prédite similaire à 
celle de XRCC4 (Ahnesorg et al., 2006). XLF qui s’est avérée identique à 
Cernunnos interagit avec X4/L4 in vitro et in vivo et son expression ectopique a 
également permis de complémenter les défauts de NHEJ de cellules de patients 
RS-SCID mutées pour le gène XLF. 
 
 
Figure 36 : Représentation schématique de Cernunnos-XLF (d’après Mahaney et al., 
2009). 
Cernunnos-XLF est composé d’une tête globulaire (Head) et d’une tige en hélice-α (Stalk). 
Le site d’interaction avec XRCC4 est indiqué ainsi que le site d’homodimérisation et le motif 
NLS. S245 et S251 sont les sites majeurs de phosphorylation par la DNA-PKcs et ATM. 
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Les études par cristallographie de la structure de Cer-XLF (Andres et al., 
2007; Li et al., 2008) ont confirmé une structure tertiaire similaire à celle de 
XRCC4, ainsi que la formation d’un homodimère. Cependant, contrairement à 
XRCC4, une partie de la double hélice située en C-terminal de Cer-XLF, se 
replie et s’enroule sur la partie précédente de l’hélice (figure 37). Ce phénomène 
de repliement empêche une interaction entre Cer-XLF et la Lig4 similaire à celle 
observée entre XRCC4 et la Lig4.  
 
 
Figure 37 : Structure tridimensionnelle de l’homodimère Cernunnos-XLF vue de face et 
de profil (d’après (Li et al., 2008)). 
 
 
Cer-XLF interagit avec le complexe X4/L4 par la liaison de son domaine 
globulaire à celui de XRCC4 (figure 38) (Andres et al., 2007). Par ailleurs, des 
co-immunoprécipitations réalisées à partir de fragments de la Lig4, suggèrent 
une interaction entre Cer-XLF et le domaine BRCT1 de la LigIV indépendante 
de XRCC4 (Wu et al., 2009). En 2008, l’équipe de David Chen a décrit, à l’aide 
de protéines purifiées, une interaction entre Cer-XLF et Ku en présence d’ADN. 
Ils ont également décrit que Ku est essentiel au recrutement de Cer-XLF aux 
CDB alors que XRCC4 la stabilise (Yano et al., 2008). Plus récemment, la 
même équipe a montré que les domaines C-terminaux de Ku70 et Ku80 ne sont 
pas nécessaires au recrutement de Cer-XLF au CDB, alors qu’une délétion des 
10 aa C-terminaux de Cer-XLF abolit son recrutement aux CDB (Yano et al., 
2011). Ce rôle important du domaine C-terminal de Cer-XLF n’a toutefois pas 
été retrouvé au moyen d’essais fonctionnels de NHEJ et de recombinaison 
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V(D)J en cellules (Malivert et al., 2009). Le domaine C-terminal de Cer-XLF 
porte également un domaine NLS et deux sites majeurs de phosphorylation par 
la DNA-PKcs et ATM : la S245 et la S251 (Yu et al., 2008). Cependant, une 
substitution de ces sérines par des alanines n’a pas d’impact sur la NHEJ in vivo. 
Cer-XLF ne présente pas de fonction enzymatique connue, mais 
cependant elle stimule la ligature d’extrémités de l’ADN non compatibles (Gu et 
al., 2007; Tsai et al., 2007), permet la ré-adénylation de la Lig4 (Ahnesorg et al., 
2006; Riballo et al., 2009) et stimule l’action des polµ et polλ au niveau des 
extrémités de l’ADN (Akopiants et al., 2009). 
 
 
 
 
Figure 38 : Représentation de l’interaction entre XRCC4 et XLF via leur domaine globulaire 
(d’après (Roy et al., 2012)) 
 
 
d) Le complexe X4/Cer-XLF 
Au vu de la localisation de la zone d’interaction entre XRCC4 et Cer-XLF 
(figure 23) et de la nature dimérique de ces protéines, il a été proposé que les 
complexes X4/Cer-XLF pourraient former des polymères (Andres et al., 2012; 
Malivert et al., 2010). Des travaux récents confirment cette hypothèse. En effet, 
plusieurs études structurales réalisées à partir de protéines purifiées démontrent 
l’existence de filaments constitués de XRCC4 et Cer-XLF disposés en 
alternance (Hammel et al., 2011; Hammel et al., 2010a; Ropars et al., 2011; Wu 
et al., 2011) (figure 39). Dans ces conditions, XRCC4 et Cer-XLF sont reliés via 
leur « tête » par les résidus hydrophobes M59, M61, L101, V104 et F106 de 
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XRCC4 et L65, A67, F72, L112, L115, P116 et Y118 de Cer-XLF (Ropars et 
al., 2011).  
Le rôle physiologique de ces filaments n’est pas encore établi mais on 
peut envisager une participation de ces filaments à l’alignement des extrémités 
de la cassure. Les zones d’interaction du complexe X4/Cer-XLF avec l’ADN ont 
été identifiées : il s’agit des résidus 157 à 200 pour XRCC4 et des résidus 224 à 
299 pour Cer-XLF. Cependant, seule la zone d’interaction de Cer-XLF avec 
l’ADN semble être absolument nécessaire à l’association du complexe avec 
l’ADN (Andres et al., 2012). La localisation de cette zone d’interaction en C-
terminal de Cer-XLF suggère que le complexe X4/Cer-XLF pourrait 
« envelopper » l’ADN. La liaison du complexe X4/Cer-XLF à l’ADN est 
inhibée par la présence du domaine BRCT de la Lig4, responsable de son 
interaction avec XRCC4. Il semble donc que la formation des filaments 
XRCC4/Cer-XLF et la formation du complexe X4/L4 soient mutuellement 
exclusives. Comme nous l’avons  mentionné précédemment, Ku permet le 
recrutement de Cer-XLF qui est, par la suite, stabilisée par XRCC4. C’est alors 
que pourraient se former les filaments de X4/Cer-XLF le long de l’ADN.  
 
 
 
Figure 39 : Structure tridimensionnelle des filaments XRCC4/Cer-XLF (d’après (Ropars 
et al., 2011)) 
A) Filament XRCC4/Cer-XLF. Trois homodimères de Cer-XLF (en vert clair et vert foncé) et 
trois homodiméres de XRCC4 (en bleu clair et bleu foncé) sont représentés.  
B) Même représentation qu’en (A) avec une rotation de 90° autour de l’axe vertical. Les tiges 
en hélice de XRCC4 et Cer-XLF sont inclinées d’un angle de 30°C les unes par rapport aux 
autres. Les tiges de deux Cer-XLF (ou deux XRCC4) consécutives sont inclinées de 60°. 
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4) Nouveau modèle pour la voie NHEJ 
 
La découverte des différentes protéines de NHEJ décrites précédemment, 
ainsi que la mise en évidence du réseau complexe d’interactions physiques qui 
les lie les unes aux autres ont sensiblement remis en question le modèle 
traditionnel du processus de NHEJ tel que présenté à la Figure 15. En effet dans 
ce modèle linéaire, les facteurs de NHEJ s’assemblent de façon séquentielle 
dans un ordre cohérent par rapport à leurs rôles attendus dans la réaction : (1) 
Ku (reconnaissance des extrémités) ; (2) DNA-PKcs (kinase, synapse et 
plateforme d’assemblage) ; (3) facteurs de maturation (nettoyage des 
extrémités) ; (4) complexe de ligature (religature). 
Cependant, même si la DNA-PKcs stabilise le recrutement du complexe 
de ligature (Chen et al., 2000; Drouet et al., 2005; Hsu et al., 2002), Ku interagit 
directement avec chacun des trois composants XRCC4, Cer-XLF et Lig4 
(Bennett et al.; Costantini et al., 2007; Grob et al.; Nick McElhinny et al., 2000; 
Yano et al., 2008) et est capable d’assurer leur recrutement sur les CDB 
indépendamment de la DNA-PKcs, comme cela a été démontré par imagerie en 
suivant la mobilisation de XRCC4, EGFP-Lig4 (Mari et al., 2006) ou GFP-Cer-
XLF sur des lésions localisées après micro-irradiation laser (Yano et al., 2008). 
Par ailleurs, dans des essais de NHEJ réalisés in vitro à partir d’extraits 
cellulaires, l’activité kinase de la DNA-PKcs mais aussi la présence du 
complexe XRCC4/Lig4 sont nécessaires à l’activité des nucléases et des ADN 
polymérases spécifiquement sur des extrémités non compatibles, alors que les 
extrémités compatibles sont directement religaturées sans être modifiées. Plus 
récemment, un rôle de Cer-XLF dans l’alignement des extrémités d’ADN 
permettant le remplissage de brin par les ADN polymérases λ et µ a été décrit 
(Akopiants et al., 2009). Toutes ces données suggèrent donc une intervention 
précoce du complexe de ligature XRCC4/Lig4/Cer-XLF dans la réaction de 
NHEJ. 
Un nouveau modèle d’assemblage en deux étapes a ainsi émergé dans 
lequel, après la liaison de Ku sur les cassures, la plupart des autres facteurs de 
NHEJ sont recrutés de façon indépendante. Les interactions multiples entre les 
différentes protéines assurent ensuite la cohésion du complexe actif. La présence 
précoce des facteurs de ligature permet la religature dès que les extrémités sont 
compatibles en limitant autant que possible la perte de matériel. 
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Figure 40 : Schéma du modèle de NHEJ en deux étapes d’après (Budman and Chu, 2005). 
La liaison de Ku70/80 aux extrémités de l’ADN est suivie par le recrutement et l’assemblage 
indépendants des autres protéines de NHEJ. L’autophosphorylation de la DNA-PKcs et son 
changement conformationnel libèrent l’accès des extrémités au complexe de ligature qui 
restaure la continuité du brin d’ADN, éventuellement après l’action de facteurs de maturation.  
 
  
72 
 
5) Objectifs de la thèse : 
 
De nombreux résultats présents dans la littérature suggèrent une action du 
complexe de ligature au niveau de CDB dès l’étape de maturation. En nous 
basant sur le modèle de NHEJ en deux étapes précédemment décrit et sur les 
multiples interactions entre les protéines qui composent la NHEJ, nous avons 
émis l’hypothèse d’un rôle du complexe de ligature sur la synapse formée par la 
DNA-PK au niveau des extrémités de l’ADN et, de ce fait, sur 
l’autophosphorylation de la DNA-PKcs qui en découle. 
 
Le but de ma thèse a donc été de tester par des moyens biochimiques et 
cellulaires le rôle fonctionnel du complexe de ligature sur la synapse DNA-PK 
dépendante. 
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2. Résultats 
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A) Article 
 
 
Même si les complexes DNA-PKcs/Ku/ADN et XRCC4/Lig4 sont clairement définis, 
la localisation spatiale et temporelle de ces complexes durant la NHEJ reste à déterminer. 
Bien que les facteurs de la NHEJ puissent être recrutés indépendamment aux sites de 
dommages à l’ADN, un important complexe pourrait être nécessaire afin d’optimiser le 
processus de réparation (Ochi et al., 2010). XRCC4 est recrutée au niveau des zones de 
dommages induits par irradiation laser mais la DNA-PKcs est nécessaire à sa stabilisation 
(Yano and Chen, 2008). Le rôle de la DNA-PKcs dans la stabilisation de XRCC4 aux sites de 
dommages a également été établi pour les CDB induites chimiquement (Drouet et al., 2005). 
En effet, les protéines de la NHEJ, liées à la chromatine endommagée, résistent à l’extraction 
biochimique ce qui suggère que de multiples interactions entre ces protéines stabilisent la 
machinerie NHEJ (Drouet et al., 2005; Drouet et al., 2006; Wu et al., 2007). Cependant, le 
mode d’action de ce complexe supramoléculaire n’est pas connu, de même que les conditions 
dans lesquelles les complexes Ku/DNA-PKcs et XRCC4/Lig4 coexistent. 
 En principe, seul un complexe supramoléculaire pourrait permettre la participation du 
complexe de ligature à d’autres niveaux que l’étape finale de ligature au cours de la NHEJ. En 
accord avec cette notion, la présence du complexe de ligature est nécessaire pour les activités 
des polymérases et des nucléases dans la voie NHEJ reconstituée in vitro (Budman et al., 
2007; Lee et al., 2003). De plus, Cer-XLF stimule l’alignement des extrémités prises en 
charge par les ADN polymérases lambda et mu (Akopiants et al., 2009). Ce résultat suggère 
que le complexe de ligature est un composant intégral du complexe synaptique ce qui 
générerait un important complexe contenant les extrémités de l’ADN et les protéines de 
maturation (Akopiants et al., 2009; Budman et al., 2007). 
  En utilisant des approches in vitro et cellulaires, nous avons prouvé que le complexe 
XRCC4/Lig4 stabilise la synapse formée au niveau des extrémités de l’ADN des CDB durant 
la NHEJ. 
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ABSTRACT 
 Nonhomologous end joining is the primary DNA double-strand break repair pathway 
in multicellular eukaryotes. To initiate repair, Ku binds DNA ends and recruits the DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) forming the holoenzyme. Early end 
synapsis is associated with kinase autophosphorylation. The XRCC4/Ligase IV complex 
executes the final ligation promoted by Cernunnos-XLF. Here, using a cell-free system that 
recapitulates end synapsis and DNA-PKcs autophosphorylation, we found a defect in both 
activities in human cell extracts lacking Ligase IV. Ligase IV also stimulated the DNA-PKcs 
autophosphorylation in a reconstitution assay with purified components. We additionally 
uncovered a kinase autophosphorylation defect in Ligase IV-defective cells that was corrected 
by ectopic expression of catalytically dead Ligase IV. Finally, our data support a contribution 
of Cernunnos-XLF to this unexpected early role of the ligation complex in end joining. We 
propose that productive end joining occurs by early formation of a supramolecular entity 
containing both DNA-PK and XRCC4/Ligase IV/Cernunnos-XLF complexes on DNA ends. 
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INTRODUCTION 
 
 Double-strand breaks (DSBs) are lesions that, if improperly repaired, can cause cell 
death or cancer following genomic rearrangement (O'Driscoll and Jeggo, 2006). In 
mammalian cells, DSBs initiate a global cellular response including checkpoint signaling and 
repair (Polo and Jackson, 2011). Nonhomologous end joining (NHEJ), the major pathway in 
mammalian cells, operates throughout the cell cycle. NHEJ is intrinsically versatile handling a 
wide variety of DNA end configurations and ligates two DNA ends after limited end 
processing (Hartlerode and Scully, 2009; Lieber, 2010; Pardo et al., 2009; Wyman and 
Kanaar, 2006). 
 NHEJ proceeds via at least three steps: i) break recognition/repair initiation, ii) 
processing of the damaged DNA ends by nucleases and polymerases and iii) ligation to 
complete DSB repair (Lieber, 2010; Weterings and Chen, 2008). The initiating event is the 
binding of the Ku70/Ku80 heterodimer to DNA ends (Downs and Jackson, 2004). Most of the 
known NHEJ components interact with Ku (Lieber, 2010). Live cell imaging studies 
following laser micro-irradiation indicate that core NHEJ components are independently 
recruited to Ku-bound DSBs (Yano and Chen, 2008), including the DNA-dependent protein 
kinase catalytic subunit (DNA-PKcs), Cernunnos-XLF (Cer-XLF) and the preassembled 
XRCC4/DNA Ligase IV (X4LIG4) complex (Wu et al., 2009). The DNA-PK holoenzyme is 
formed when DNA-PKcs binds to Ku at DSB ends and provides DNA end recognition and 
protection activities followed by bridging of the ends, associated with serine/threonine protein 
kinase activity (Meek et al., 2008). DNA-PK autophosphorylation mediates a conformational 
change required for activation of end processing enzymes such as the ARTEMIS nuclease 
(Dobbs et al., 2010); (Goodarzi et al., 2006; Ma et al., 2002). End ligation requires the 
concerted action of LIG4 and X4. In vitro, Cer-XLF stimulates ligation by the X4LIG4 
complex (Gu et al., 2007b; Lu et al., 2007; Tsai et al., 2007) and promotes re-adenylation of 
LIG4 (Riballo et al., 2008).  
 Although DNA-PKcs/Ku/DNA and X4LIG4 complexes have been clearly defined, the 
precise temporal and spatial arrangements of higher order complexes during NHEJ await to be 
established. While NHEJ components can be independently recruited to damage sites, a large 
complex may be necessary to optimize the repair process (Ochi et al., 2010). X4 is recruited 
to laser-induced damage areas but DNA-PKcs is physically required to stabilize it (Yano and 
Chen, 2008). A role of DNA-PKcs in stable localization of X4 at the damage sites was also 
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established for chemically induced DSBs (Drouet et al., 2005). Indeed, the resistance of NHEJ 
factors to biochemical extraction from damaged chromatin suggests that multiple protein-
protein interactions can aid stable assembly of the NHEJ machinery (Drouet et al., 2005; 
Drouet et al., 2006; Wu et al., 2007). However, it is unknown whether a supramolecular 
complex forms in which the Ku/DNA-PKcs and ligase complexes coexist. 
 In principle, such a NHEJ supramolecular entity would allow the ligation complex to 
exert an early role well before the final ligation step. Using in vitro and cellular approaches, 
we unravel here a major contribution of the X4LIG4 complex to the stabilization of end 
synapsis and associated DNA-PKcs autophosphorylation during NHEJ. Interestingly, the 
ligase catalytic activity is not required for the synaptic function of the ligation complex. In 
addition, we show that Cernnunos-XLF also contributes to this non-catalytic function of the 
ligation complex. Our data support a model in which a supramolecular complex, comprising 
both Ku/DNA-PKcs and ligase complexes, assembles early during NHEJ, and then operates 
coordinately throughout the repair reaction. By regulating end-processing via DNA-PKcs 
autophosphorylation, this novel noncatalytic activity of the ligase complex may contribute to 
maintenance of genomic stability during DSB repair.  
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RESULTS 
 
LIG4 protein stimulates DNA-PKcs autophosphorylation in vitro. 
 The indispensable step in the NHEJ reaction is the initial assembly of DNA-PK on 
DNA ends. Addressing the hypothesis that the ligation complex participates in early steps 
during NHEJ, we reasoned that this would require interaction with DNA-PK. Therefore, we 
first tested the association of the ligation complex with the DNA-bound DNA-PK in an assay 
using X4 immunoprecipitation from NHEJ competent cell extracts incubated with a double 
stranded (ds) DNA oligonucleotide (Fig. 1A). To evaluate the impact of LIG4, we used cell 
extracts of the N114P2 human pre-B cell line that has targeted disruption in both LIG4 alleles 
(Grawunder et al., 1998), and of its wild-type isogenic parental line, Nalm-6 as a control. As 
expected from the high stability of the X4LIG4 complex (Critchlow et al., 1997), LIG4 was 
present in X4 immunoprecipitates under all salt concentrations during washing (Fig. 1B). 
Strikingly, DNA-PKcs and Ku from LIG4 null extracts were loosely attached to X4 
immunoprecipitates when compared with control extracts, even with the lower salt 
concentrations during washing (Fig. 1B). Interestingly, XLF was recovered on X4 
immunoprecipitates from control but not LIG4 null extracts (Fig. 1B).  These results are in 
agreement with data published by our group and others, which have shown that LIG4 is 
necessary to stabilize the DNA-PK dependent recruitment of X4 and Cer-XLF to damaged 
chromatin (Drouet et al., 2005; Jayaram et al., 2008; Wu et al., 2007). We conclude that LIG4 
is necessary for the interaction of the ligation complex with DNA-PK bound to DNA.  
 Since assembly of DNA-PK on DNA ends leads to DNA-PKcs activation, we next 
studied the influence of the ligation complex on DNA-PKcs autophosphorylation in vitro, 
with cell extracts or purified proteins. Thus, Nalm6 and N114P2 LIG4 null extracts were 
incubated with activator DNA and [γ32P]-ATP. Following DNA-PKcs immunoprecipitation, 
samples were fractionated by electrophoresis and 32P incorporation assessed by 
phosphorimager (see Fig. S1A for the validation of DNA-PKcs IP). Incubation of Nalm-6 
extracts promoted phosphorylation of DNA-PKcs and of a co-immunoprecipitated protein that 
was prevented by NU7026, a specific DNA-PK inhibitor (Fig. 2A). Under these conditions, 
LIG4 null extracts showed a clear reduction in DNA-PKcs autophosphorylation (mean ratio 
12.1, n=5), whilst DNA-PK-dependent phosphorylation of the co-immunoprecipitated protein 
was preserved. Then, we complemented the LIG4 null cell extracts with the purified wild-type 
X4LIG4 complex (see Fig. 2B for purity control and S1B for activity; no DNA-PKcs protein 
or activity was detected in the purified preparations- Fig. 2C). DNA-PKcs radiolabeling was 
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strongly stimulated upon addition of wild-type X4LIG4 complex and remained sensitive to 
NU7026, showing that it relied on DNA-PKcs autophosphorylation (Fig. 2C).  
 
 To directly assess the effect of the ligation complex on DNA-PKcs 
autophosphorylation, we then performed similar experiments with a simplified protein 
mixture. DNA-PKcs preparation essentially devoid of the other NHEJ proteins was obtained 
by IP from Nalm-6 cell extracts followed by extensive high-salt wash (Fig. S1C and S1D). 
Importantly, the resulting DNA-PKcs activity was dependent on addition of purified Ku and 
DNA and was sensitive to a specific DNA-PKcs inhibitor (Fig. S1E). Then purified Ku, X4 or 
X4LIG4 proteins were added to DNA-PKcs or control IgG beads (see Fig. 2B for purity 
control). The Ku- and DNA-dependent autophosphorylation of DNA-PKcs did not vary upon 
X4 addition (Fig. 2D, lanes 2 and 4) but X4LIG4 complex clearly enhanced DNA-PKcs 
phospholabeling (Fig. 2D, lane 6; mean ratio of DNA-PKcs phosphorylation with 
Ku/X4LIG4 combination over Ku alone = 2.4, n=5). In addition, a similar effect was obtained 
upon addition of an inactive mutant X4LIG4 complex (Fig. 2D, lane 7; see Fig. S1B for 
absence of ligase activity). Of note, X4 was phosphorylated mainly in a DNA-dependent 
mode by DNA-PKcs (Fig. 2D, compare lanes 6 and 8).  
 Together, these data establish that LIG4 associated with X4 is a strong stimulator of 
DNA-PKcs autophosphorylation in vitro and that the ligase catalytic activity is not required. 
 
Cer-XLF participates in LIG4-dependent DNA-PKcs autophosphorylation in vitro.  
 Since Cer-XLF is a component of the ligation complex, it may participate in the 
interaction with DNA-PK bound to DNA. Indeed, we made several observations that 
confirmed this hypothesis. First, the X4 immunoprecipitation assay was performed with 
extracts from Cer-XLF deficient BuS cells and Cer-XLF complemented BuC cells (Wu et al., 
2007). Dissociation of DNA-PKcs and Ku from X4 immunoprecipitates promoted by 
increasing salt concentrations was enhanced in the absence of Cer-XLF (Fig. 3A). Second, 
extracts from Cer-XLF deficient cells showed a slight decrease in DNA-PKcs 
autophosphorylation in vitro that was complemented with Cer-XLF purified protein (Fig. 
S1F). Of note, purified Cer-XLF did not complement the defect in DNA-PKcs 
autophosphorylation of LIG4 null extracts, indicating that LIG4 was required (Fig. S1G). 
Finally, to definitively establish a role for Cer-XLF in DNA-PKcs autophosphorylation in 
vitro, we activated DNA-PKcs beads with DNA in the presence of purified Ku, X4LIG4 or 
Cer-XLF purified proteins. As shown in Fig. 3B, optimal DNA-PKcs phospholabeling was 
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obtained with the combination of all three purified components on DNA-PKcs beads when 
compared to any combination of two of these components (Fig. 3B, lane 9; mean ratio of 
DNA-PKcs phosphorylation with Ku/X4LIG4/Cer-XLF over Ku/X4LIG4 combination = 1.9, 
n=3). It is noteworthy that Cer-XLF was phosphorylated in the reaction. Altogether, these 
data indicate that Cer-XLF contributes to LIG4-dependent autophosphorylation of DNA-PKcs 
in vitro. 
 
LIG4 is a major factor in DNA-PKcs-mediated DNA-end synapsis in vitro. 
 In the course of the experiments described above, we noticed that LIG4 null cell 
extracts were not intrinsically defective in DNA-PKcs autophosphorylation. Indeed, 
increasing the length of the activating ds probe revealed a strong DNA-PKcs 
autophosphorylation in N114P2 extracts, detected by radiolabeling and comparable to that 
obtained in the control Nalm-6 extracts (Fig. 4A, compare lanes 3 and 7). In addition, this 
LIG4-independent DNA-PKcs autophosphorylation mediated by a 250 bp ds probe was 
strongly repressed by blocking one end with a biotin-streptavidin complex (Fig. 4A, lane 9). 
Among other effects, DNA-PKcs autophosphorylation promotes its release from the DNA 
break (Meek et al., 2008). Indeed, we observed that detachment of DNA-PKcs from Ku-DNA 
complex relied on LIG4 with the short probe while this requirement was looser with the long 
probe (data not shown). 
 Elegant approaches in cells and in vitro using combinations of kinase-defective and 
site-specific non-phosphorylatable mutants of DNA-PKcs have demonstrated that DNA-PKcs 
autophosphorylation at position S2056 can occur in trans following synapsis mediated by 
DNA-PK complexes bound to adjacent ends of the DSB (Meek et al., 2007). Thus, the effect 
of the DNA probe length on DNA-PKcs autophosphorylation was checked by 
immunoblotting with a phospho-specific antibody that recognizes phosphorylated S2056 
(Meek et al., 2007). Phosphorylation of DNA-PKcs at S2056 was clearly detected (Fig. 4B, 
left panel). A comparison of extracts from Nalm6 and LIG4 null cells revealed that LIG4-
deficient extracts showed a strong reduction in DNA-PKcs phosphorylation on S2056 with 
the short DNA probe (Fig. 4B, right panel, lanes 7 and 8), in agreement with the results from 
radiolabeling experiments. However, DNA-PKcs autophosphorylation in LIG4 null cells was 
restored to normal levels with the longer probe but repressed by blocking one end with a 
biotin-streptavidin complex (Fig. 4B, right panel, compare lanes 9 and 10). During the 
reaction with control extracts, we also observed an X4 phosphorylation as detected by a 
mobility shift (Fig. 4B, left panel), consistent with published findings (Calsou et al., 2003). 
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Notably, LIG4 null cell extracts also showed a defect in X4 phosphorylation with the short 
DNA probe that was restored with the long DNA probe (Fig. 4B, right panel). 
 It has been shown in vitro that DNA end bridging favors global DNA-PK 
autophosphorylation and that long probes allow intramolecular synapsis whilst short ds probes 
only promote intermolecular synapsis (Weterings et al., 2003). Since we found that DNA-
PKcs autophosphorylation is defective in LIG4 null extracts only when activated with a short 
DNA probe, this suggests that LIG4 is required for optimal intermolecular synapsis of two 
DNA ends by DNA-PKcs. The looser LIG4 requirement for DNA-PKcs autophosphorylation 
with a long activating probe most probably relies on the bending capacity of the probe 
(Weterings et al., 2003), likely allowing an intramolecular contact of DNA-PK molecules 
bound at each end which otherwise can be prevented by streptavidin-mediated hindrance at 
the biotinylated end.  
 To directly focus on end-synapsis during NHEJ, we then adapted a reported assay 
(DeFazio et al., 2002) (Fig. S2A). Briefly, we synthesized a 502 bp ds DNA fragment that 
was either biotinylated at one end (502bio) or radiolabeled (502*). NHEJ competent extracts 
from human cells were incubated with 502* and 502bio bound to streptavidin-coated 
magnetic beads. The beads were then washed in mild salt buffer and the radioactivity 
recovered with the beads was measured by scintillation counting. Control experiments 
without extracts or 502bio were run in parallel to determine unspecific background (Fig. 
S2B). After background subtraction, we estimated that ~15% of 502* was specifically pulled-
down on the streptavidin beads (Fig. 4C). Titration of an unlabeled DNA fragment inhibited 
pull down of the labeled fragment at the expected molar concentration (data not shown). Since 
the NHEJ reaction relies on DNA-PKcs activation, extracts were treated with an ATP-
consuming system to preclude any ligation from taking place (Calsou et al., 2003). As 
anticipated, no radioactivity was pulled-down in the presence of 500 mM salt and 1% Triton 
(Fig. S2B). In contrast, the radioactivity pulled down was restored upon addition of ATP 
during the incubation despite the harsh washing conditions (Fig. S2C), implying that the 
radiolabeled DNA specifically attached to the beads not only relies on a protein-mediated 
bridging of the two probes but also on formation of a DNA end synaptic complex prone to 
ligation.  
 Various approaches have suggested that DNA-PKcs is responsible for the formation of 
a synaptic bridge between the two ends of the broken DNA (DeFazio et al., 2002; Spagnolo et 
al., 2006; Weterings et al., 2003). Thus, extracts were depleted of DNA-PKcs (Fig. S2D) and 
assessed for synaptic activity. Synaptic activity was completely lost upon DNA-PKcs 
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depletion and mostly restored upon addition of equivalent amount of the purified protein (Fig. 
2C). Under these conditions, the synapsis activity also relied on Ku (Fig. S2E). Despite the 
reported synaptic activity of Ku alone in vitro (Ramsden and Gellert, 1998), this result 
consolidates the proposal that in a physiologic context, DNA-PKcs is essential for synapsis 
(DeFazio et al., 2002). Moreover, although an intrinsic, transient end bridging activity of the 
X4LIG4 complex must occur during ligation by this complex (Chen et al., 2000; Gu et al., 
2007a; Leber et al., 1998), we have described here a much more stable end bridging 
(synapsis) by X4LIG4 in the presence of DNA-PKcs. 
 Finally, the synaptic activity was measured in parallel in extracts from LIG4 null 
N114P2 and parental Nalm-6 cells (Fig. 4D). Strikingly, the synaptic activity was strongly 
reduced in the absence of LIG4 but restored upon addition of purified X4LIG4 complex to 
N114P2 extracts, although the purified complex alone did not exhibit a significant synaptic 
activity (Fig. 4D). Moreover, whereas the mutant X4LIG4 complex exhibited no detectable 
synaptic activity alone, it significantly complemented the synaptic defect of LIG4 null extracts 
(Fig. 4D).  
 
Defective DSB-induced DNA-PKcs autophosphorylation in cells in the absence of LIG4 
 Among several phosphorylation sites on DNA-PKcs in cells, phosphorylation on 
S2056 is believed to be primarily a DSB-induced autophosphorylation event (Chen et al., 
2005; Cui et al., 2005; Douglas et al., 2006). As a result, phosphorylation on S2056 following 
DSB production is abolished by a specific DNA-PKcs inhibitor but insensitive to an ATM 
kinase inhibitor (Fig. S3A). Looking for a potential requirement of the ligation complex in 
early NHEJ steps, we compared DNA-PKcs S2056 autophosphorylation after treatment with 
Calicheamicin γ1 (Cali) of N114P2 and Nalm-6 cells. Cali yields a high ratio of DSBs to 
single-strand breaks in vivo, compared to ionizing radiation (IR) (Elmroth et al., 2003). Both 
cell lines were treated with increasing doses of Cali for 1hr (Fig. 5A). Strikingly, no 
phosphorylation of DNA-PKcs on S2056 was detectable in LIG4 null cells after Cali 
treatment, whereas sensitive and dose-dependent S2056 phosphorylation was detected in 
Nalm6 cells (Fig. 5A). XRCC4 and SAF-A are DNA-PKcs substrates in cells and can be used 
to monitor DNA-PKcs activity (Britton et al., 2009; Drouet et al., 2005). In contrast to DNA-
PKcs, XRCC4 and SAF-A were phosphorylated at all Cali doses in LIG4 null cells. Although 
S2056 phosphorylation was detectable 6 hr after Cali treatment in Nalm6 cells, it remained 
undetectable in LIG4 null cells, despite persistent XRCC4 and SAF-A phosphorylation (Fig. 
5B). The S2056 phosphorylation defect in N114P2 cells compared to their wild-type isogenic 
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counterpart was confirmed in a dose-response experiment using IR (Fig. S3B) and was 
observed even after high IR doses and long times post-irradiation (Fig. S3C).  
 To extend this observation, exposure to Cali was performed on control AHH1 and 
LB2304 cells bearing truncating mutations in LIG4 and in which LIG4 expression is 
undetectable (Fig. S3D and S3E) (O'Driscoll et al., 2001). Similar to the data obtained with 
N114P2 cells, a dose-response and time-course experiments showed a strong reduction in 
S2056 DNA-PKcs phosphorylation in LB2304 LIG4-deficient cells while phosphorylation of 
DNA-PKcs substrates was preserved (Fig. S3D and S3E). Since DNA-PK-dependent 
phosphorylation of nuclear substrates did occur in LIG4-defective cells, the defect in these 
cells is not a general inhibition of DNA-PK activity but is confined to DNA-PKcs 
autophosphorylation.  
 Exploring a role for Cer-XLF, we compared S2056 phosphorylation after treatment 
with Cali of Cer-XLF deficient BuS cells and Cer-XLF complemented BuC cells (Buck et al., 
2006). Although less pronounced than in LIG4-deficient cells, a partial defect in DNA-PKcs 
autophosphorylation was observed in BUS cells (Fig. 5C), confirming together with in vitro 
data a contribution of Cer-XLF to this LIG4-dependent response to DSBs. 
 
DNA-PKcs autophosphorylation in cells requires LIG4 protein but not ligase activity. 
 Given that neither N114P2 nor LB2304 cells express LIG4 protein, it was not possible 
to distinguish whether DNA-PKcs autophosphorylation required LIG4 protein or LIG4-
dependent ligation. Therefore, we used fibroblasts from a LIG4 syndrome patient who 
expresses an inactive form of LIG4 to examine DSB-induced phosphorylation of DNA-PKcs 
S2056. Patient 411BR has a R278H homozygous mutation and two closely linked N-terminal 
polymorphic changes resulting in two amino acid substitutions (A3V, T9I), a combination 
which reduces LIG4 adenylation and ligation activities to ~1% of the wild-type activity 
without impacting LIG4 protein levels (Girard et al., 2004; O'Driscoll et al., 2001 ). 
Increasing doses of Cali enhanced phosphorylation of DNA-PKcs S2056 as well as XRCC4 to 
similar extents in 411BR and 1BR cells (Fig. S4A). Moreover, treatment with increasing 
doses of IR induced similar S2056 phosphorylation in both cell lines (Fig. S4B). Identical 
results were also obtained following treatment with Cali or IR of 495GOS, another LIG4 cell 
line in which an inactivate LIG4 protein is expressed at normal levels (Riballo et al., 2008) 
(Fig. S4C and S4D). Collectively, these findings demonstrate that a ligase catalytic defect in 
LIG4 has no impact on DNA-PKcs autophosphorylation.  
 To further address the impact of a LIG4 catalytic defect on DNA-PKcs 
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autophosphorylation, we established derivative populations of the N114P2 cell line which 
expressed either the wild-type (N114LIGwt) or a catalytically dead (N114LIGdead) LIG4 
protein. Although LIG4 was expressed at reduced levels in N114LIGwt compared to the 
control Nalm6 cells, its resistance to IR was significantly increased compared to N114P2 cells 
(Fig. S4E and S4F). In contrast, N114LIGdead cells which expressed the same level of LIG4 
as N114LIGwt cells remained as sensitive to IR as N114P2 LIG4 null cells (Fig. S4E and 
S4F). We, therefore, examined S2056 phosphorylation in response to Cali in N114LIGwt and 
N114LIGdead cells. Expression of wild-type or catalytically inactive LIG4 in the Lig4 null 
cells restored autophosphorylation of DNA-PKcs (Fig. 6A and 6B). Similar results were 
obtained in dose-response experiments using IR (Fig. S4G and S4H). 
 Together, our data demonstrate a major LIG4-dependent role for the NHEJ ligation 
complex in autophosphorylation of DNA-PKcs after genotoxic DSBs and rule out a 
prominent impact of the ligase catalytic activity per se. 
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DISCUSSION 
 
LIG4 is required for DNA-PKcs autophosphorylation and is a key component in DNA-PK-
mediated end-synapsis. 
 Our results both in cells and with cell extracts show that X4LIG4 regulates DNA-PKcs 
autophosphorylation. Of note, Lu et al. (2008) have incidentally observed in reconstituted 
V(D)J recombination reactions that X4LIG4 stimulates DNA-PKcs autophosphorylation 
mediated by ds DNA oligonucleotides (Lu et al., 2008). In addition, Meek and coworkers 
have also found reduced DNA-PKcs autophosphorylation in X4 defective CHO cells (K 
Meek, personal communication). The regulation of DNA-PK autophosphorylation by the 
ligation complex most likely operates via the stabilization of end synapsis. Firstly, DNA-PKcs 
autophosphorylation at S2056 can occur in trans at the synapse (Meek et al., 2007). Secondly, 
we found a close correlation in vitro between DNA-PKcs autophosphorylation and synapsis: 
in the absence of LIG4, DNA-PKcs autophosphorylation relying on intermolecular synapsis 
with short DNA probes was defective, while it was restored with long probes allowing 
intramolecular synapsis. Thirdly and conversely, X4LIG4 restored both DNA-PKcs 
autophosphorylation and end-synapsis.  
 The role of LIG4 in synapsis as demonstrated here likely involves its interaction with 
X4. Firstly, LIG4 is physiologically unstable without X4 (Bryans et al., 1999; Foster et al., 
2006) and X4 is at least in 6-fold molar excess relative to LIG4 (Mani et al., 2010), making a 
prominent function of the isolated LIG4 protein per se unlikely. Secondly, the close 
correlation that we found in vitro between DNA-PK dependent phosphorylation of X4, S2056 
phosphorylation, and LIG4-dependent synapsis strongly suggests that X4 is necessary for 
LIG4 loading to the DNA-PK/DNA complex.  
 X4 or Cer-XLF on their own cannot compensate the synapsis defect in the absence of 
LIG4. Indeed, we report here a defect in DNA-mediated coimmunoprecipitation of DNA-PK 
and components of the ligation complex in the absence of LIG4. In addition, purified X4 or 
Cer-XLF cannot stimulate DNA-PKcs autophosphorylation in the absence of LIG4. 
Moreover, we and others have shown that a defect in LIG4 expression compromises the stable 
recruitment of X4 and Cer-XLF to DSB in cells (Drouet et al., 2005; Jayaram et al., 2008; Wu 
et al., 2007). The interaction reported between Ku and LIG4 (Costantini et al., 2007) may be 
crucial to stabilize X4LIG4 on the assembled DNA-PK/DNA end complex and direct contact 
between X4 and DNA-PKcs (Hsu et al., 2002; Leber et al., 1998; Wang et al., 2004) or Ku 
(Mari et al., 2006) may be insufficient. Consistent with this, Ku enhances X4LIG4 loading 
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onto DNA ends in vitro (Nick McElhinny et al., 2000) and is required in vivo for recruitment 
of X4LIG4 to damage sites (Mari et al., 2006). Additionally, the role of X4LIG4 in synapsis 
may rely on the stabilization of Ku and subsequently DNA-PKcs on the DNA ends. In 
agreement with this, the yeast Dnl4-Lif1 complex stabilizes Ku at DSBs in vivo (Zhang et al., 
2007).  
 
Cernnunos-XLF contributes to the non-catalytic function of the ligation complex 
 Through stabilizing the association between X4LIG4 and DNA-PK bound to DNA 
ends, Cer-XLF may be necessary to further consolidate end-synapsis. Indeed, we found that 
Cer-XLF contributes to DNA-PKcs autophosphorylation in vitro and in cells, although its 
function is less prominent than Lig4. This may rely on the direct interaction between Ku and 
Cer-XLF (Yano et al., 2011), as shown also for their counterparts in yeast (Chen and 
Tomkinson, 2010). Our data are in agreement with results in yeast showing that Nej1, the 
Cer-XLF ortholog stabilizes the binding of Ku on DNA breaks (Chen and Tomkinson, 2010). 
In addition these results may explain the reported contribution of Cer-XLF to processing of 
the break ends through regulation the conformation change associated with DNA-PKcs 
autophosphorylation (Akopiants et al., 2009). In V(D)J recombination, it is believed that 
coding joints show a more stringent requirement for synapsis than signal joint to promote 
efficient end joining (see references in (Roy et al., 2012)). Interestingly, it has been suggested 
that the redundancy of ATM and Cer-XLF in joining V(D)J DNA rely on an end-bridging 
activity (Zha et al., 2010). Moreover, recent data showed that mutations disrupting Cer-
XLF/X4 interaction compromise V(D)J coding rather than signal end joining, in line with this 
end-bridging hypothesis (Roy et al., 2012). Recently, an end-bridging activity of X4/Cer-XLF 
complexes has been demonstrated in vitro which is lost upon LIG4 tandem BRCT domains 
binding to X4 (Andres et al., 2012). The LIG4 requirement for DNA-PKcs-mediated end-
synapsis as shown here does not exclude a potential role of X4/Cer-XLF-dependent DNA 
bridging at some step during the NHEJ process, for instance before DNA-PKcs recruitment to 
Ku-bound DNA ends, which may then phosphorylate X4 and modulate the X4/Cer-XLF 
bridging activity (Roy et al., 2012). Also our data do not rule out the potential contribution to 
synapsis of proteins outside DNA-PK and the ligation complex. 
 
A productive NHEJ supramolecular complex maintains genomic stability 
 From the present data, we favor a model in which the optimal functional NHEJ 
complex comprises both the kinase and the ligase activities early in the process. This is in 
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contrast to a sequential model of the NHEJ reaction, since our results directly implicate the 
ligation complex responsible for a final NHEJ ligation step in the early end synapsis step. The 
presence of the ligation complex has also been shown to be required for the polymerase and 
nuclease activities in reconstituted cell-free NHEJ reactions (Budman et al., 2007; Lee et al., 
2003). Together, these data illustrate that “NHEJ components, although capable of acting 
independently also evolved to function in a synergistic manner when in close proximity” 
(Lieber, 2010).  
 The pro-synapsis function of human LIG4 described here may be a conservation of the 
true synapsis activity of its bacterial ancestor ligD which also relies on a direct interaction 
with Ku (Brissett and Doherty, 2009). It may also correspond to a similar activity shown 
recently with the yeast Dnl4Lif1 counterpart on Ku (Grob et al., 2011). In addition, Dnl4-Lif1 
complex and Nej1, the yeast ortholog of Cer-XLF stabilizes Ku at DSBs in vivo (Chen and 
Tomkinson, 2010; Zhang et al., 2007). Thus, this non-catalytic activity of the ligation 
complex in the NHEJ reaction at early steps following end-recognition may fulfill an 
important function, which is conserved through evolution.  
 What could be the cellular advantages of such a model for DSB repair by NHEJ? The 
direct implication of the ligation complex in synaptic stability may help prevent DNA end 
mobility. X4LIG4, in addition to Ku, suppresses chromosome translocations mediated by 
alternative NHEJ (Guirouilh-Barbat et al., 2007; Simsek and Jasin, 2010), which may be 
linked to the contribution of the ligation complex to end synapsis. It would be interesting to 
assess whether the mobility of DNA ends in the absence of LIG4 is increased as reported in 
the absence of Ku (Soutoglou et al., 2007). 
 DNA-PK and Cer-XLF/X4LIG4 bound to DNA ends may also synergistically protect 
them against undesirable nucleolytic activity, in complement to proteins like 53BP1, 
phosphorylated H2AX or MDC1 which most probably operate at an upstream step of the 
repair process. In Class Switch Recombination for example, the absence of 53BP1 increases 
end resection and channels repair to microhomology-mediated alternative end-joining 
(Bothmer et al., 2010). Furthermore, 53BP1 deletion in BRCA1-deficient cells promotes 
resection and error-free repair by homologous recombination while LIG4 deletion does not 
(Bunting et al., 2010). Synapsis and possibly end-protecting activity of the NHEJ ligation 
complex might operate downstream. Indeed, X4LIG4 in addition to Ku is known to suppress 
DSB repair processes including homologous recombination and single-strand annealing (Stark 
et al., 2004; Zhang et al., 2007). Ku and X4LIG4 may protect DNA ends from degradation by 
directly preventing the proteins responsible for extensive end resection from loading onto the 
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ends (Cheng et al., 2011; Karlsson and Stenerlow, 2007; Lee et al., 1998; Shao et al., 2012; 
Smith et al., 2003; Wei and Rong, 2007; Zhang et al., 2007).   
 Additionally, the dependence of DNA-PKcs-mediated synapsis on the ligation 
complex as demonstrated here emphasizes a coupling between end processing via DNA-PKcs 
autophosphorylation and end-joining, likely contributing to genomic integrity. The presence 
of the ligation complex at DNA ends prior to processing may ensure that end modification 
would be limited to the minimum required for ligation. DNA end access to processing 
enzymes likely relies on a change in complex conformation under regulation by DNA-PKcs 
autophosphorylation (Hammel et al., 2009; Morris et al., 2011). The dependence of this 
autophosphorylation on X4LIG4 may also prevent extensive end-processing until the ligation 
complex is correctly positioned.  
  Phosphorylation of positions in the PQR site including S2056 favors inhibition of 
end-processing and homologous recombination (Cui et al., 2005; Meek et al., 2007 ; Neal et 
al., 2011). Thus, linking PQR phosphorylation to the positioning of the end-joining complex 
as shown here allows end-processing and homologous recombination to be restrained at those 
DSBs that can be repaired by NHEJ.  
 In conclusion, the X4LIG4/Cer-XLF complex, in addition to ligating DNA-ends, 
contributes to the stabilization of DNA-PK-dependent end synapsis during NHEJ, although 
the ligase catalytic activity is dispensable for the latter activity. Rather than a sequential 
assembly of NHEJ components, our data suggest establishment of a supramolecular complex 
at DSBs in which DNA-PK and ligation complexes coexist. By controlling end-processing via 
DNA-PKcs autophosphorylation, this activity of the ligation complex may contribute to 
maintenance of genomic stability during DSB repair by NHEJ. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
Cell culture. Cells were grown at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 in culture 
media (Gibco-Invitrogen) supplemented with 10% foetal calf serum, 2 mM glutamine, 125 
U/ml penicillin, and 125 µg/ml streptomycin. The human pre-B cell line Nalm6 and its LIG4-
defective derivative N114P2 obtained by targeted disruption of both LIG4 alleles at 
nucleotide position 1678, as described previously (Grawunder et al., 1998) were maintained in 
RPMI 1640 medium. hTERT immortalized human fibroblasts 1BR (control), 411BR and 
495GOS (both LIG4-deficient and isolated from LIG4 patients, as described (O'Driscoll et al., 
2001; Riballo et al., 2008)) were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium. AHH1 
human lymphoblastoid cells (from a normal individual, gift from Dr G. Lenoir, International 
Agency for Research on Cancer, Lyon, France) and the human lymphoblastoid cells LB2304 
(LIG4-deficient and isolated from a LIG4 patient, compound heterozygote for two truncating 
mutations, C1738T (R580X) and C2440T (R814X), as described (O'Driscoll et al., 2001)) 
were grown in RPMI with 15% fetal calf serum and 1mM sodium pyruvate (gift from P. 
Concannon, University of Virginia, Charlottesville, USA). BuS cells, SV40T-transformed, 
telomerase immortalized fibroblasts derived from the Cernunnos-deficient P2 patient 
(homozygous C622T nonsense mutant (R178X)) and BuC fibroblasts obtained after 
transduction of BuS with pMND-Cernunnos-myc-ires-GFP retroviral vector expressing a C-
ter myc-his tagged Cernunnos protein ((Buck et al., 2006), gift from JP de Villartay and P 
Revy, Université Paris Descartes, Site Necker, Paris, France), were grown in RMPI medium. 
 
Chemicals. Calicheamicin γ1 (Cal), a generous gift from P. R. Hamann (Wyeth Research, 
Pearl River, NY, USA), was dissolved at 4 mM in ethanol and stored at -70°C. Staurosporine 
(Sigma-Aldrich), KU55933 and NU7026 (Calbiochem) were dissolved in DMSO (10 mM 
stock solution) and stored at -20°C. Small aliquots of stock solutions chemicals were used 
once.  
 
Oligonucleotides construct and labeling. INS oligonucleotide was made by annealing 
oligonucleotide 5’-GATCCAAAACATGGACTCATATGGCCTATGCATTGAGC with the 
oligonucleotide 5’-GGCCGCTCAATGCATAGGCCATATAGTCCATGTTTTG.  
Control non-biotinylated and biotinylated 502 bp fragments were amplified by PCR with 
Phusion Hot Start (Finnzymes) from pBluescript-KS-II(-)with non-biotinylated or 
biotinylated reverse primer (GCGTTATCCCCTGATTCTGTGG) respectively and forward 
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primer (GGGCGAATTGGAGCTCCACC). 502* fragment was radiolabeled with T4 
polynucleotide kinase in the presence of [γ32P]-ATP (4500 Ci mmol-1, ICN Pharmaceuticals) 
and unincorporated [γ32P]-ATP was removed twice by gel filtration (Sepharose G-50, 
Amersham Pharmacia Biotech).  
Biotinylated 250 bp fragment was amplified by PCR from pBluescript-KS-II(-) with 
biotinylated reverse primer as above and forward primer 
(GGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAAC). 
 
Antibodies. Polyclonal rabbit antibody anti-pS2056 obtained against phosphopeptide 
QSYSYSS(Ph)QDRKPTC as described (Chen et al., 2005) was gift from Dr DJ Chen 
(University of Texas, Dallas, TX, USA). Mouse monoclonal antibody against SAF-A PhS59 
as published (Britton et al., 2009) was manufactured by Biotem (Le Rivier d'Apprieu, France) 
by using phosphopeptide EPGNGS(Ph)LDLGGDC as antigen. Rabbit polyclonal anti-
XRCC4 was produced in our laboratory against the full-length recombinant human protein. 
Polyclonal rabbit antibody anti-XLF was from Bethyl Laboratories. Mouse monoclonal 
antibodies were anti-Ku70 (N3H10, ThermoScientific) and anti-Ku80 (clone 111, 
ThermoScientific), anti-beta-Actin (AC-15, Ambion), anti-PARP-1 (4C10-5, BD 
Pharmingen), anti-γH2AX (JBW301, Upstate Biotechnology), anti-ATM (2C1, Genetex), anti 
ATM PhS1981 (Calbiochem), anti-SAF-A (AG6, Abcam) and anti-DNA-PKcs (18.2, 25.4,  
42.27, Abcam). Polyclonal rabbit antibodies were  anti-Ligase IV (Abcam) and anti Chk2 
PhThr68 (Cell Signaling). Peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit secondary 
antibodies were from Jackson Immunoresearch Laboratories. 
 
Western blotting. Concentrated loading buffer was mixed with protein samples to 1X final 
concentration (50 mM Tris.HCl pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, 300 mM 2-mercaptoethanol, 
0.01% bromophenol blue). Protein samples were boiled, separated by SDS-PAGE (generally, 
100µg protein per sample) and blotted onto Immobilon-P polyvinylidene difluoride 
membranes (Millipore). After 1 hour blocking with 5% dry milk in Phosphate Buffer Saline, 
0.1% Tween-20 (PBS-T), membranes were incubated for 1 hour with primary antibody 
diluted in PBS-T and 1% bovine serum albumin (fraction V, Sigma-Aldrich), washed three 
times with PBS-T and then incubated for 1 hour with secondary antibodies in PBS-T. 
Membranes were washed five times with PBS-T and immunoblots were visualized by 
enhanced chemiluminescence (ImmunofaxA, Yelen). When necessary, successive rounds of 
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immunoblotting were performed on the same membranes after stripping (Restore Western 
Blot Stripping Buffer, Pierce). In some experiments, two gels were run in parallel for blotting 
against a phophosite in a given protein and against this protein. To visualize XRCC4 in 
immunoprecipitation experiments and to avoid cross-reaction with IgG migrating at the same 
position, Rabbit IgG Trueblot secondary antibody (eBioscience) was used according to 
instructions of the manufacturer.  
 
Purified proteins. DNA-PKcs was a kind gift of DJ Chen (UTSMC, Dallas, Tx, USA) and 
was purified from HeLa cells as described (Cary et al., 1997).  
Polyhistidine tagged WT LIG4 or K273A catalytic mutant were co-expressed with untagged 
WT XRCC4 (using co-expression pET28a derivative plasmids pMJ4052 and pMJ4054, 
respectively)  in Rosetta/pLysS cells (Novagen) by growth in selective LB medium at 37°C to 
OD600nm = 0.5 and induction by addition of 1 mM ITPG and further incubation at 15°C for 16 
hours. Cells were harvested, lysed in Ni-A buffer (20 mM tris pH 8.0, 0.5 M NaCl, 10 % 
glycerol, 10 mM imidazole, 2 mM ß-mercapthoethanol), clarified by high speed 
centrifugation. and loaded on a HisTrap HP column. The column was washed extensively 
with Ni-A buffer and the proteins eluted with Ni-B buffer (Ni-A + 300 mM imidazole). The 
preparation was dialyzed against buffer S-A (20 mM HEPES pH 8.0, 0.05 M KCl, 10 % 
glycerol, 1m M EDTA, 2 mM DTT), loaded on a HiTrap SP FF (excess untagged XRCC4 did 
not bind to the column) and eluted using a linear KCl gradient from 0.05 to 0.35. The 
LIG4/XRCC4 complex preparation was diluted to 0.150 KCl, loaded on a HiTrap Q FF and 
eluted using a linear KCl gradient from 0.05 to 0.5 M KCl. The peak fraction containing the 
complex were dialyzed against 20 mM HEPES pH 8.0, 0.15 M KCl, 10 % glycerol, 1m M 
EDTA, 2 mM DTT, aliquoted and stored at -80°C. X4 and Cer-XLF were expressed in 
bacteria and purified by Ni-NTA affinity and Sepharose Q chromatography as described 
(Andres et al., 2007; Junop et al., 2000). 
For purification of DNA-PKcs on beads, DNA-PKcs was immunoprecipitated from Nalm6 
extracts as described above except that antiphosphatases were omitted. After washing in PBS-
T, beads were washed twice for 10 min at 4°C on a wheel in 50 mM HEPES pH7.5, 0.05% 
tween20 and 450 mM KCl. After a final wash in PBS-T, beads were diluted in EJ buffer 
supplemented with 25% glycérol and stored at -80°C until use. 
 
End-joining extracts and End-joining assay. NHEJ competent cell extracts were prepared 
from exponentially growing cells by three freeze/thaw cycles in lysis buffer (25 mM Tris.HCl 
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pH 7.5, 333 mM KCl, 1.5 mM EDTA pH 8.0, 4 mM DTT) containing protease-phosphatase 
Halt Inhibitor Cocktail (Pierce, Thermo Scientific). After 20 min incubation at 4°C, lysates 
were centrifuged and the supernatant was dialyzed against a buffer containing 20 mM 
Tris.HCl pH 8.0, 100 mM potassium acetate, 20% glycerol, 0.5 mM EDTA pH 8.0, 1 mM 
DTT. Protein concentration was measured using the Bradford assay (Bio-Rad) and end-
joining extracts were stored at -80°C. End-joining assay was carried out according to our 
published protocol (Bombarde et al., 2010) as follows. “When necessary, extracts were 
preincubated with NU7026 (Sigma-Aldrich)  as indicated for 10 min at 4°C. Pretreated or 
mock-treated extracts (40 µg) were incubated for 2 hr at 25 °C in 10 µl reaction mixture 
containing 5 ng EcorRI-linearized pBluescript-KS-II(-) plasmid in EJ buffer (50 mM 
Triethanolamine pH 8.0, 0.5 mM magnesium acetate, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mg/ml BSA, 
60 mM potassium acetate) with 1 mM ATP added at last to initiate the reaction. Samples were 
then treated with 100 µg/ml RNAse A for 10 min at 37 °C and deproteinized. DNA ligation 
products were separated in 0.7% agarose gels together with GeneRuler™ DNA ladder mix 
(0.5-10 kb, Fermentas) in one lane and stained with SYBR-Green (Invitrogen). Fluorescence 
was detected and analyzed on a Typhoon fluorimager (Molecular Dynamics). Quantitative 
analysis of the gel was performed with the ImageJ software (version 1.4).” 
 
Immunodepletion and immunoprecipitation. According to our published protocol 
(Bombarde et al., 2010), “DNA-PKcs immunodepletion was carried out in a 65 µl reaction 
volume containing 20 µl of protein A/G-PLUS agarose wet beads (Santa Cruz 
Biotechnology), 1 mg of NHEJ type extracts in EJ buffer, 10 µg of anti DNA-Kcs antibody 
(clone 25.4) or control IgG2a. After an overnight incubation at 4°C under constant rotation, 
supernatant was recovered by spinning, mixed with 20 µl of beads as above, incubated for 1 
hr at 4°C and spun down again to remove the beads. Sample aliquots were processed for 
western blotting and the remaining extracts were frozen at -80°C until use.”  
DNA-PKcs immunoprecipitation was performed for 4hr at 4°C in 60 µl PBS-T and protease-
phosphatase Halt Inhibitor Cocktail (Pierce, Thermo Scientific) with 60 µg of NHEJ type 
Nalm6 extracts on 10µl wet beads volume (M280 anti-mouse Dynabeads, Invitrogen, 
prepared with anti DNA-Kcs antibody (clone 25.4) or control IgG2a according to instructions 
of the manufacturer). Beads were washed twice in excess volume of the same buffer before 
heat denaturation in 1X loading sample buffer. X4 immunoprecipitation was performed for 
4hr at 4°C in 60 µl PBS-T on 10µl wet beads volume (M280 anti-rabbit Dynabeads, 
95 
 
Invitrogen, prepared with anti-X4 or control preimmune serum according to instructions of 
the manufacturer). 
 
End-synapsis assay. 0.5 pmol of 502bio ds DNA fragment were immobilized on 10 µl 
streptavidin paramagnetic beads (Dynabeads M280 streptavidin, Invitrogen) as recommended 
by the manufacturer. NHEJ competent cell extracts were first incubated for 10 min at 30°C 
with 2 mM glucose and 0.2 U hexokinase (Calbiochem) and purified protein or dilution buffer 
as indicated. 10 µl of mocked or DNA-treated beads were washed in PBS 0.5X and then 
incubated under gentle agitation in a final 10 µl reaction volume at 16°C for 30 min in EJ 
buffer with 0.1 pmol of radioactive 502* DNA fragment and 40 µg of extracts preincubated as 
above. Supernatant was removed and wet beads were washed in excess volume of 0.5X PBS. 
The wash was then pooled with the supernatant, and the beads assayed using a scintillation 
counter. Results are expressed as the % of radioactivity pulled down after subtraction of the 
counts in the sample without 502bio on the beads. 
 
In vitro DNA-PKcs activation in cell extracts or with purified components. When 
necessary, the extracts were preincubated with NU7026 (40µM) and/or purified X4L4 
complex  (1 pmol) as indicated for 15 min at 4°C. 60 µg of NHEJ type cell extracts were 
incubated at 30°C for 15 min in a final 10 µl reaction volume in EJ buffer supplemented or 
not with 2mM ATP (or 0.2mM ATP and 0.5 µM [γ32P]-ATP when indicated) and typically in 
the presence of 0.5 pmol INS ds oligonuclotide. When indicated, biotinylated DNA was 
mixed with 2 pmol streptavidin (Sigma) and incubated for 10 min at RT before addition to the 
reaction mixture. Then, samples from unlabeled reactions were mixed with concentrated 
loading sample buffer to 1X final concentration, boiled and separated on 6% SDS-PAGE or 4-
15% precast gels (Biorad) followed by western blotting. Radiolabeled reactions were mixed 
with control or anti-DNA-PKcs magnetic beads. After 3 hr immunoprecipitation at 4°C, beads 
were extensively washed and then processed as above for the unlabeled samples.  
For DNA-PKcs activation with purified components, DNA-PKcs on beads or IgG2a control 
beads, prepared as detailed in supplementary material, were mixed with purified proteins 
(1pmol each of Ku70/80, X4, X4L4 or Cer-XLF or equivalent volume of dilution buffer, as 
indicated) for 15 min at 4°C and then reactions proceeded with radiolabeling as above. 
 
DNA-damaging treatments and protein extraction. For drug-exposure, exponentially 
growing cells were either mock-treated or treated with freshly diluted calicheamicin at the 
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specified concentrations in medium at 37 °C in culture dishes (attached cells) or in open tubes 
(8x106 cells per sample), and then harvested at the indicated time points. For cell treatment 
with IR, irradiation was carried out in a Faxitron RX-650 irradiator (Faxitron X-ray 
Corporation, Buffalo Grove, IL) at a dose rate of 0.92 Gy/min. When indicated, the cells were 
pretreated with KU55933 or NU7026 for 60 min and the inhibitors were maintained during 
the genotoxic treatment. Cells were rinsed with PBS, lysed in for 20 min at 4°C in buffer (50 
mM Hepes-KOH pH 7.5, 450 mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton, 1 mM DTT, 1X Protease-
phosphotase inhibitors cocktail (Pierce)) and then sonicated. Protein concentration was 
measured by the Bradford assay (Biorad). NHEJ competent cell extracts were prepared as 
described (Bombarde et al., 2010). 
 
LIG4 expressing vectors and N114P2 cell complementation 
Human LIG4 cDNA was a generous gift from T. Lindahl, Cancer Research UK London 
Research Institute, UK, (Wei et al., 1995)). Human LIG4 cDNA was subcloned by PCR from 
a pBluescript-SK vector  into a modified pBluescript-KS vector allowing in-frame fusion of a 
FLAG tag encoding sequence upstream of LIG4 cDNA. LIG4-K273R ligase-dead mutant was 
obtained by PCR-mediated site-directed mutagenesis using the following primers : 5’-GTT 
TCT ACA TAG AAA CCc gtC TAG ATG GTG AAC GTA TG-3’ (sense) and 5’-CAT ACG 
TTC ACC ATC TAG acg GGT TTC TAT GTA GAA AC-3’. The resulting FLAG-LIG4-WT 
and FLAG-LIG4-K273R encoding cDNAs were then subcloned into the pBabe-Hygro 
retroviral vector (Addgene plasmid 1765) between BamHI and EcoRI restriction sites. All 
vectors were verified by sequencing (Millegen, Labège, France). 
LIG4-expressing retroviruses were produced by transient cotransfection of GP2-293 
packaging cells with pBabe-Hygro-LigIV and pVSV-G (Clontech) plasmids using 
Lipofectamine reagent (Invitrogen), according to the manufacturer recommendations. Cell 
culture supernatants from days 2 and 3 post transfection were used to infect LIG4-null 
N114P2 target cells. Transduced N114P2 cells were selected under 450 µg/ml hygromycin-B. 
 
Survival assays. 2.5x105 cells per point in 1 ml were irradiated at the indicated doses in 12 
wells plates in a Faxitron RX-650 irradiator (Faxitron X-ray Corporation, Buffalo Grove, IL) 
at a dose rate of 0.92 Gy/min. After 3 days of growth, aliquots of each sample were counted in 
a cell-coulter (Coulter Z2, Beckman) calibrated at the mean size of the non-treated sample.  
Cell survival was calculates at each dose as the ratio of the cell number in the treated sample 
relative to the cell number in the non treated sample. 
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Online Supplemental material 
Fig.S1 describes the validation of DNA-PKcs immunoprecipitation (A), the complementation 
of NHEJ defect in vitro with purified components (B), the purification of DNA-PKcs on 
beads (C to E) and the effect of Cer-XLF on DNA-PKcs autophosphorylation in cell extracts 
(F and G). Fig. S2 shows the analysis of DNA-end synapsis in vitro. Fig. S3 describes the use 
of the anti-PhS2056 antibody: validation of S2056 as an autophosphorylation site of DNA-
PKcs (A), defect in DNA-PKcs autophosphorylation in LIG4 null cells irradiated with X-rays 
(B and C) and DSB-stimulated DNA-PKcs autophosphorylation in other LIG4 mutant cells 
(D and E). Fig. S4 shows the analysis of DSB-stimulated DNA-PKcs autophosphorylation in 
ligase dead cells (A to D) and the characterization of DNA-PKcs autophosphorylation in 
N114P2 cells expressing wild-type (N114LIGwt) or catalytic dead (N114LIGdead) LIG4 
protein (E to H). 
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ABBREVIATIONS LIST:  
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) 
Double-strand breaks (DSBs) 
Nonhomologous end joining (NHEJ) 
Cernunnos-XLF (Cer-XLF) 
XRCC4/DNA Ligase IV complex (X4LIG4) 
double stranded (ds) 
Calicheamicin γ1 (Cali) 
ionizing radiation (IR) 
wild-type LIG4 protein (N114LIGwt)  
catalytically dead LIG4 protein (N114LIGdead)  
Phosphate Buffer Saline, 0.1% Tween-20 (PBS-T) 
dithiothreitol (DTT) 
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Fig. 1. LIG4 is required for DNA-dependent co-immunoprecipitation of X4, Cer-XLF 
and DNA-PK.  
(A) Nalm6 extracts were incubated for 15 min under in vitro NHEJ conditions and with 
components as indicated. ATP depletion refers to addition of the ATP-consuming system 
(glucose + hexokinase) as described (Calsou et al., 2003). Then, the samples were mixed with 
control IgG or anti-X4 magnetic beads. IP proceeded for 4hrs at 4°C on a wheel, followed by 
3 washes for 5 min in 0.5X PBS adjusted to 100 mM final NaCl concentration, denaturation 
and separation on 10% SDS-PAGE gel. The input lane corresponds to 50% of the volume of 
extracts used in the IP. (B) NHEJ type extracts from Nalm6 control or N114P2 LIG4 null pre-
B cells (LIG4 status + or -, respectively) were incubated with ds DNA and NU7026 as 
defined in (A). Incubation was followed by immunoprecipitation with control IgG or antiX4 
antibodies and washes with increasing salt concentration (100, 150 or 200mM NaCl). 
Reaction samples were heat denatured, separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred 
onto membrane that was blotted with antibodies as indicated. The input lanes correspond to 
50% of the volume of extracts used in the IP.  
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Fig. 2.  LIG4 protein but not activity is required for DNA-PKcs autophosphorylation 
activated by ds DNA ends in cell extracts. 
(A) Nalm6 control and N114P2 LIG4 null extracts were incubated under reaction conditions 
with [γ32P]-ATP and addition of components as specified. Incubation was followed by 
immunoprecipitation with control IgG2a or anti-DNA-PKcs antibodies. Reaction samples 
were heat denatured, separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred onto membrane that 
was blotted with antibodies as indicated. * indicates a protein co-immunoprecipitated with 
DNA-PKcs. (B) Purified proteins Ku70/Ku80 heterodimer (1), X4 (2), Cer-XLF (3) and wild-
type (4) or mutant (5) X4/LIG4 complexes were loaded on a 10% SDS-PAGE gel and stained 
with InstantBlue (Euromedex). (C) Conditions were as in (A) with N114P2 LIG4 null extracts 
and addition of wild-type X4LIG4 complex as specified, followed by DNA-PKcs 
immunoprecipitation. (D) Purified DNA-PKcs or control IgG on beads were incubated under 
reaction conditions with [γ32P]-ATP and components as indicated. Wt or Mut refer to wild-
type or catalytically inactive X4LIG4 complex. Low or high exposures of the same membrane 
are shown. Results of quantitative analysis of the gel are shown as the % of the highest 
phospholabeled DNA-PKcs band, after subtraction of background value in the control IgG 
lane. Autoradio: autoradiography; IB: immunoblotting of the same membrane. 
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Fig. 3. Effect of Cer-XLF on co-IP of DNA-PK with the ligation complex and on DNA-
PKcs autophosphoryation. 
(A) NHEJ type extracts from BUC or BUS fibroblasts (Cer-XLF status + or -, respectively) 
were incubated with ds DNA and NU7026 as defined in Fig. 1. Incubation was followed by 
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immunoprecipitation with control IgG or anti-XRCC4 antibodies and washes with increasing 
salt concentration (100, 150 or 200 mM NaCl). Reaction samples were heat denatured, 
separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred onto membranes that were blotted with 
antibodies as indicated. (B) Purified DNA-PKcs or control IgG on beads were incubated 
under reaction conditions with [γ32P]-ATP and purified components as indicated. Low or high 
exposures of the same membrane are shown. Results of quantitative analysis of the gel are 
shown as the % of the highest phospholabeled DNA-PKcs band, after subtraction of 
background value in the control IgG lane. Autoradio: autoradiography; IB: immunoblotting of 
the same membrane. 
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Fig. 4. LIG4 protein but not activity stimulated DNA-PK-mediated DNA ends synapsis 
in vitro. 
(A) NHEJ type extracts from Nalm6 control or N114P2 LIG4 null cells (LIG4 status + or -, 
respectively) were incubated with short (32 bp) or long (250 bp) ds activator DNA under 
reaction conditions with [γ32P]-ATP and added components as specified. When necessary, 
DNA probe was preincubated with streptavidin before addition to the reaction. Incubation was 
followed by immunoprecipitation with control IgG2a or anti-DNA-PKcs antibodies. Reaction 
samples were heat denatured, separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred onto 
membranes that were blotted with antibodies as indicated. Autoradio: autoradiography; IB: 
immunoblotting of the same membrane. (B) Conditions were as in (A) but without 
radiolabeling. The arrow indicates the position of the phosphorylated form of X4. (C) and (D) 
Quantification of the specific radioactivity pulled-down after subtraction of the unspecific 
background obtained without 502bio probe, under conditions of extracts and added 
components as specified. Each value is the mean of 3 experiments. Error bars correspond to 
SEM. 
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Fig. 5. Requirement of LIG4 for DSB-stimulated DNA-PKcs autophosphorylation in 
cells and contribution of Cer-XLF.  
(A) and (B) Nalm6 control and N114P2 LIG4 null pre-B cells were treated for 1 hr with 
increasing doses of Calicheamicin γ1 (Cali) as indicated (A) or with 160 pM of Cali followed 
by incubation in fresh medium under normal growth conditions for the specified time (B). 
Whole cell extracts were heat denatured, separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred 
onto membranes that were blotted with antibodies as indicated. Protein samples were 
separated on 8% acrylamide SDS-PAGE gels for standard separation or 15 % for H2AX 
isolation. (C) Western blotting on the whole cell extracts of BUC control and BUS Cer-XLF- 
mutant fibroblasts after treatment with increasing doses of Cali as indicated for 1 hr. 
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Fig. 6. LIG4 activity is not required for DSB-stimulated DNA-PKcs 
autophosphorylation in cells. 
(A) and (B) Western blotting on the whole cell extracts of Nalm6 control cells, N114P2 LIG4 
null cells or N114P2 cells expressing wild-type (N114LIGwt) or a catalytic dead 
(N114LIGdead) LIG4 protein, after treatment for 1 hr with increasing doses of Cali as 
indicated.  
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Figure S1. (A) Validation of DNA-PKcs immunoprecipitation. Following incubation of 
Nalm6 cell extracts, DNA and [γ32P]-ATP under standard conditions or with NU7026 as 
indicated, samples were mixed with control IgG or anti-DNA-PKcs magnetic beads. IP 
proceeded for 4hrs at 4°C on a wheel, followed by washing in PBS, 0.1% triton. When 
indicated, purified Cpp32 (active human caspase 3, Calbiochem) was added or not as 
indicated, followed by incubation in caspase 3 buffer according to the manufacturer at 37°C 
for 60 min, denaturation  and separation on 8% SDS-PAGE gel. The protein profile obtained 
after digestion with caspase 3 was revealed with a mixture of three anti-DNA-PKcs antibodies 
(Abcam) and showed the expected bands (p240, p150,p120) as published (Song et al., 1996). 
* indicates a protein co-immunoprecipitated with DNA-PKcs. (B) Complementation of 
NHEJ defect in vitro with purified components. End-joining assay catalyzed under standard 
reaction conditions with extracts from LIG4 proficient (Nalm6) or deficient (N114P2) cells, in 
the presence or not of wilde type or catalytically dead X4LIG4 purified complex. DNA 
ligation products were separated by agarose gel electrophoresis followed by SYBR-Green 
staining. (C to E) Purification of DNA-PKcs on beads. (C) DNA-PKcs was 
immunoprecipitated from Nalm6 extracts, followed by three washes for 10 min under rotation 
at 4°C in washing buffer (50mM HEPES pH7.5, 0.05% tween20) supplemented with KCl to 
the indicated final concentration. (D). Control or anti-DNA-PKcs beads obtained as in A) and 
washed with 450 mM KCl were denatured. Protein samples were loaded on 8% SDS-PAGE 
gel and stained with InstantBlue (Euromedex). E) Control or anti-DNA-PKcs beads obtained 
as in A) and washed with 450 mM KCl were incubated for 15 min at 30°C under standard 
DNA-PKcs acivation conditions with the indicated components and [γ32P]-ATP, followed by 
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three washes in PBS, 0.1% triton, denaturation, loading on 8% SDS-PAGE, electrotransfer on 
membrane and western blotting with antibodies as indicated. (F and G) Effect of Cer-XLF 
on DNA-PKcs autophosphorylation in cell extracts. (F) BUC and BUS extracts (Cer-XLF 
status + or -, respectively) were incubated under standard DNA-PKcs activation conditions 
with [γ32P]-ATP and added components as specified. Incubation was followed by 
immunoprecipitation with control IgG2a or anti-DNA-PKcs antibodies. Reaction samples 
were heat denatured, separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred onto membranes. 
G) Nalm6 control and N114P2 LIG4 null extracts were incubated under standard DNA-PKcs 
activation conditions with [γ32P]-ATP and added components as specified. Then reaction 
samples were processed as in B). 
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Figure S2. Analysis of DNA-end synapsis in vitro. (A) Scheme of the end-synapsis assay. 
NHEJ competent extracts from human cells were incubated with 502 bp PCR DNA 
fragments, either radiolabeled (502*) or biotinylated at one end (502bio) and bound to 
streptavidin-coated magnetic beads. Then the beads were washed in mild salt buffer to limit 
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non-specific association and the radioactivity associated with the beads was measured by 
scintillation counting. (B) Gel electrophoresis analysis of the DNA pulled down. NHEJ 
competent extracts from human cells were incubated with 502 bp PCR DNA fragments, either 
radiolabeled (502*) or biotinylated at one end (502bio) and bound to streptavidin-coated 
magnetic beads. Then the beads were washed under mild (0.5X PBS) or harsh (0.5 M NaCl, 
1% triton) conditions and after deproteinization with proteinase K for 1 hr at 50 °C and 
extraction with phenol-chloroform, products were analyzed by electrophoresis on 5% 
polyacrylamide native gel followed by autoradiography with a PhosphorImager (Molecular 
Dynamics, Storm System TM). Components present in the reaction were designed as +. (C) 
Quantification of the specific radioactivity pulled-down under synapsis conditions in vitro 
with extracts of Nalm6 cells under conditions ± ATP and mild or harsh washing as specified. 
(D) Western blotting analysis of Nalm6 protein extracts after immuno-depletion as indicated 
and of the DNA-PKcs purified fraction in parallel. Protein samples were denatured and 
separated on 6% SDS-PAGE gel followed by electrotransfer on membrane and blotting with 
the antibodies as indicated. (E) Extracts from MRC5 cells expressing a conditional inducible 
shRNA against KU70 and treated or not with doxycyclin for 7 days (Cheng et al., 2011), 
(respectively Ku deficient or Ku proficient extracts) and supplemented or not with the 
indicated amount of purified Ku heterodimer were assayed in the standard end-synapsis 
reaction. Mean of 3 experiments ±SEM, except for Ku alone. 
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Figure S3. Validation of the anti-PhS2056 antibody and its use in cells extracts. (A) 
Western blotting on the whole cell extracts of Nalm6 cells after treatment for 1 hr with 160 
pM Cali in the presence or not of inhibitor against DNA-PKcs (NU7026, 40µM) and/or ATM 
(KU55933, 20 µM) as indicated. (B and C) Defect in DNA-PKcs autophosphorylation in 
LIG4 null cells irradiated with X-ray. Western blotting on the whole cell extracts of Nalm6 
control cells or N114P2 LIG4 null cells after X-ray irradiation with the indicated doses 
followed by 3 hrs incubation (B) or incubation for the specified time (C) under normal growth 
conditions. (D and E) DSB-stimulated DNA-PKcs autophosphorylation in other LIG4 
mutant cells. Western blotting on the whole cell extracts of AHH1 control and LB2304 LIG4 
mutant lymphoblastoid cells after treatment with increasing doses of Cali as indicated for 1 hr 
(D) or with 160 pM of Cali for 30 min followed by incubation in fresh medium under normal 
growth conditions for the specified time (E). 
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Figure S4. (A to D) DSB-stimulated DNA-PKcs autophosphorylation in ligase dead cells. 
Western blotting on the whole cell extracts of 1BR control cells or 411BR or 495GOS LIG4 
mutant cells after treatment for 1 hr with increasing doses of Cali as indicated (A, C) or X-ray 
irradiation with the indicated doses followed by 3 hrs incubation under normal growth 
conditions (B, D). (E to H) Characterization of DNA-PKcs autophosphorylation in 
N114P2 cells expressing wild-type (N114LIGwt) or catalytic dead (N114LIGdead) LIG4 
protein. (E) Western blotting on the whole cell extracts of Nalm6 control cells, N114P2 LIG4 
null cells or N114P2 cells expressing wild-type (WT) or a catalytic dead (K273R) LIG4 
protein. (F) Cell survival following X-Ray irradiation of cells as indicated. Each value is the 
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mean of 6 experiments. Error bars correspond to SD. IC50 values in Gy calculated for each 
cell type (Prism 4 program) are : Nalm6, 0.71; N114P2, 0.26; N114P2LIGwt, 0.5; 
N114P2LIGdead, 0.26. (G and H) Cells were irradiated with increasing X-ray doses followed 
by 1 hr incubation under normal growth conditions. Whole cell extracts were heat denatured, 
separated on SDS-PAGE gels and electrotransferred onto membranes that were blotted with 
antibodies as indicated.  
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B) Résultats supplémentaires 
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1) Contribution du complexe de ligature dans la synapse 
 
1.a) Identification du domaine de la Lig4 nécessaire pour son rôle 
dans la stabilisation de la synapse. 
Nous avons précédemment démontré que la présence de la Lig4 stabilisait 
au niveau des CDB la synapse dépendante de la DNA-PK. Cette nouvelle 
fonction de la Lig4 ne dépend pas de son activité catalytique, et nous avons 
cherché à identifier plus précisément les domaines impliqués. 
D’après des études récentes menées dans l’équipe, le domaine BRCT en 
tandem de la Lig4 est le domaine d’interaction avec XRCC4 (Wu et al., 2009). 
Ce domaine, situé en C-terminal de la Lig4 est distinct de son domaine 
catalytique dont la fonction n’est pas essentielle pour la stabilisation de la 
synapse.  
En utilisant l’essai de synapse ("end-synapsis assay"  décrit dans notre 
publication), nous avons complémenté les extraits de cellules N114P2 
déficientes en Lig4 avec le domaine BRCT purifié afin de tester son rôle sur la 
stabilisation de la synapse.  
 
 
Figure 41 : Le domaine BRCT de la Lig4 restaure la synapse dans les extraits Lig4-/-. 
Le domaine BRCT purifié (0,08 pmol) est ajouté comme indiqué dans des réactions de 
synapse reconstituées in vitro (voir la partie Matériels et Méthodes du manuscrit de l’article 
pour le détail des conditions expérimentales). Chaque valeur est la moyenne de 3 expériences. 
Les barres d’erreur correspondent au SEM. 
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 Nous avons observé que, bien que le domaine BRCT seul soit incapable 
de former une synapse entre deux fragments d’ADN, il stimule fortement 
l’activité synapse des extraits N114P2 (figure 41). Cette observation confirme 
que l’activité ligase de la Lig4 n’est pas nécessaire pour la stabilisation de la 
synapse et que le domaine BRCT seul permet la complémentation des extraits 
déficients en Lig4 pour la stabilisation de la synapse. 
 
1.b) Rôle de Cernunnos-XLF dans la synapse. 
 Nous avons démontré dans nos travaux précédents que la protéine Cer-
XLF avait également un rôle dans la stabilisation de la synapse, bien que plus 
modéré que la Lig4 (Figure 5C du manuscrit). Afin de compléter cette 
observation, nous avons exploré plus en détail le mode de recrutement de Cer-
XLF sur les CDB. Pour cela, nous avons utilisé un essai biochimique de 
fractionnement cellulaire permettant d’analyser par western-blot les protéines les 
plus fortement associées à la chromatine endommagée après induction de CDB 
par la Calichéamicine (voir annexe technique). 
 
 
Figure 42 : Stabilisation de XRCC4 et Cer-XLF sur l’ADN par la Lig4 après induction 
de CDB. 
Les cellules Nalm6 contrôles et N114P2 déficientes pour la Lig4 ont été traitées ou non 
pendant 1h avec les doses de Cali indiquées. Les fractions chromatiniennes ont été analysée 
par western-blot. 
 
Dans ces conditions, la DNA-PKcs n’est observable dans aucune des deux 
lignées cellulaires. Il est probable que la quantité de DNA-PKcs recrutée sur les 
CDB soit trop faible pour être détectée par cette méthode à partir de ces cellules 
(figure 42).  
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Nous avons cependant mis en évidence un défaut de recrutement stable de 
XRCC4 dans les cellules déficientes pour la Lig4 quelle que soit la dose de Cali 
utilisée. Cette observation, qui confirme des résultats que nous avions déjà 
obtenus dans d’autres systèmes cellulaires (cellules de patients LIG4 (Drouet et 
al., 2005), ou par extinction de l’expression de la Lig4 par RNAi (Wu et al., 
2007), ou par surexpression de fragments dominants-négatifs de Lig4 (Wu et al., 
2009)) démontre que la Lig4 est nécessaire à la stabilisation de XRCC4 sur 
l’ADN après induction de CDB. 
 
En ce qui concerne la protéine Cer-XLF, comme pour XRCC4, on 
observe un défaut de recrutement dans les cellules déficientes en Lig4. 
Cependant, ce défaut est moins marqué que pour XRCC4. La fraction résiduelle 
de Cer-XLF recrutée reflète probablement l’interaction de Cer-XLF avec 
d’autres facteurs de NHEJ comme Ku (Yano et al., 2008).  
Dans le but de déterminer si la phosphorylation de XRCC4 ou de Cer-
XLF par ATM ou la DNA-PKcs joue un rôle dans leur stabilisation au niveau 
des CDB, nous avons traité les cellules Nalm6 et N114P2 avec des inhibiteurs 
spécifiques de l’une ou l’autre de ces kinases avant d’induire des CDB par 
traitement à la Calichéamicine (Figure 43). 
 
 
Figure 43 : L’inhibition de la DNA-PKcs ou d’ATM n’a pas d’effet sur la stabilisation de 
XRCC4 et Cer-XLF sur l’ADN après induction de CDB. 
Les cellules Nalm6 ou N114P2 ont été prétraitées ou non pendant 1h avec du NU7026 
(inhibiteur de DNA-PKcs) ou du KU55933 (inhibiteur d’ATM) avant l’ajout des doses de 
Cali indiquées pour 1h. Les cellules sont ensuite extraites et les fractions chromatiniennes 
sont analysées par western-blot. 
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L’inhibiteur de DNA-PKcs inhibe en grande partie le retard de migration 
de XRCC4 induit par les CDB. L’inhibiteur d’ATM n’a qu’un effet très limité 
sur ce retard de migration, démontrant néanmoins que ces deux PIKK 
phosphorylent XRCC4 en réponse à la Cali. Cependant, ces phosphorylations 
n’affectent pas la stabilité du recrutement de XRCC4 et de Cer-XLF.  
 
2) Autres facteurs de stabilisation de la synapse ? 
        2.a) Un facteur de synapse limitant dans les cellules HCT116-Lig4-/- ? 
Afin de confirmer le défaut d’autophosphorylation de la DNA-PKcs après 
induction de CDB dans un modèle de cellules humaines déficientes pour la Lig4 
autres que les lignées lymphoblastoïdes N114P2 et LB2304, nous avons utilisé 
les cellules d’adénocarcinome colorectal HCT116-Lig4-/- construites dans 
l’équipe d’Eric Hendrickson (Fattah et al., 2010), ainsi que la lignée parentale en 
contrôle.   
Afin de caractériser ces deux lignées cellulaires, nous avons tout d’abord 
effectué un test de prolifération (figure 44). Il apparaît que les HCT116-Lig4-/- 
ont un temps de doublement sensiblement augmenté par rapport aux cellules 
parentales (respectivement 25h et 16h). Cette observation est probablement liée 
à un défaut de réparation de certains dommages spontanés. Le défaut général 
d’activité NHEJ a par ailleurs été confirmé par un test in vitro basé sur la 
religature d’un plasmide linéarisé à partir d’extraits cellulaires (figure 45) 
(Bombarde et al., 2010).  
 
 
 
Figure 44 : Courbe de croissance des cellules HCT116 parentales ou déficientes en Lig4. 
129 
 
  
 
  Comme nous l’avons mentionné précédemment, parmi les sites de 
phosphorylation de la DNA-PKcs in vivo, la S2056 est considérée comme un 
site d’autophosphorylation pur, non ciblé par d’autres kinases (Chen et al., 2005; 
Cui et al., 2005) pouvant rendre compte de la formation de synapse. Afin de 
confirmer le rôle de la Lig4 dans la stabilisation de la synapse, nous avons 
comparé par western-blot l’autophosphorylation de la S2056 de la DNA-PKcs 
après traitement à la Cali dans les cellules HCT116 parentales ou Lig4-/-. Ces 
deux lignées cellulaires ont été traités avec des doses croissantes de Cali durant 
1h (figure 46) (la phosphorylation du variant d’histone H2AX est un témoin de 
l’efficacité de la Cali en terme d’induction de CDB). Dans les cellules HCT116 
parentales, on observe une phosphorylation de la DNA-PKcs sur la S2056 
dépendante de la dose de Cali. Dans les cellules déficientes en Lig4, ce signal 
d’autophosphorylation est faible et au plateau dès la première dose. Cette 
observation confirme le résultat obtenu dans les couples de lignées 
Nalm6/N114P2 et AHH1/LB2304 dans des conditions similaires : la Lig4 
constitue un facteur déterminant pour l’autophosphorylation de la DNA-PKcs en 
réponse aux CDB. 
 
Figure 45 : Test d’activité C-NHEJ dans les 
extraits de cellules HCT116-Lig4-/-. 
Le test de jonction d’extrémités a été réalisé dans 
des conditions standard (Bombarde et al., 2010) 
par incubation d’un plasmide linéarisé avec des 
extraits protéiques de cellules HCT116 déficientes 
ou non en Lig4, et en présence ou non, d’un 
inhibiteur de DNA-PKcs (NU7441). Le produit de 
ligature est séparé par électrophorèse sur gel 
d’agarose suivie d’une coloration au SYBR-
Green.  
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Figure 46 : Rôle de la Lig4 dans l’autophosphorylation de la DNA-PKcs en réponse aux 
CDB. 
Les cellules HCT116 parentales ou déficientes en Lig4 ont été traitées ou non pendant 1h avec 
des doses croissantes de Cali. Les extraits cellulaires ont ensuite été analysés par western-blot.  
 
Cependant, contrairement à ce qui était observé dans les couples de lignées 
précédents, le défaut d’autophosphorylation dans les HCT116-Lig4-/- n’est pas 
aussi important et un signal persiste. De plus, ce signal est visible dès les faibles 
doses, ce qui exclut un défaut global d’activation de la DNA-PKcs qui aurait 
conduit à voir apparaître le signal à plus forte dose que dans les HCT116 
parentales. En revanche, ce signal reste faible et atteint d’emblée un plateau dans 
la gamme de doses utilisées, suggérant l’intervention d’un facteur limitant qui 
supplée à l’absence de la Lig4 pour stabiliser la synapse. Cette 
autophosphorylation de la DNA-PKcs observée dans les HCT116-Lig4-/- 
pourrait trouver son origine dans le fait que ces cellules sont déficientes en 
Mre11 (Takemura et al., 2006). Dans ces cellules, le faible niveau d’expression 
de Mre11 entraîne aussi une diminution de la quantité des autres protéines 
composant le complexe MRN, à savoir Rad50 et Nbs1. Par ailleurs il a été décrit 
des effets antagonistes entre le complexe MRN et 53BP1 qui favorisent 
respectivement la RH ou la B-NHEJ et la C-NHEJ (Bunting et al., 2010). 53BP1 
agirait en protégeant les extrémités de l’activité de résection portée par MRN. 
De plus 53BP1 est capable de s’oligomériser, ce qui lui permettrait de stabiliser 
les synapses lors de réarrangements intrachromosomiques distaux comme dans 
la recombinaison V(D)J ou la commutation isotypique (Bothmer et al., 2011; 
Difilippantonio et al., 2008). A cet égard, une fonction redondante entre 53BP1 
et Cer-XLF a été récemment décrite dans la recombinaison V(D)J (Liu et al., 
2012). Ces éléments suggèrent que la phosphorylation de la DNA-PKcs dans les 
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cellules HCT116-Lig4-/- pourrait résulter d’une synapse stabilisée par 53BP1. 
Cette hypothèse doit être confirmée par exemple en déplétant 53BP1 par ARNi 
et/ou en complémentant les cellules HCT116 en Mre11.  
 
  2.b) Rôle des filaments XRCC4/Cer-XLF dans la synapse ? 
De façon comparable à la stabilisation de la synapse par des oligomères 
de 53BP1, les filaments de XRCC4/Cer-XLF (Andres et al., 2012; Ropars et al., 
2011) pourraient également remplir une telle fonction en favorisant l’alignement 
des extrémités d’ADN.  
Pour tester cette possibilité, nous avons utilisé une lignée de fibrosarcome 
humain HT1080 surexprimant la protéine XRCC4-2FLAG que nous avons 
traitée, ou non, avec 50 pM de Cali durant 4h. Par rapport aux cellules 
parentales, ces cellules surexprimant XRCC4 montrent en effet un niveau 
supérieur de phosphorylation de la DNA-PKcs, confirmant l’effet potentiel de 
filament X4/Cer-XLF sur la stabilisation de la synapse (figure 47). 
Toutefois, il est peu probable que ces structures correspondent à des 
synapses fonctionnelles et efficaces. En effet, la liaison du complexe 
multimérique X4/Cer-XLF à l’ADN est inhibée par la présence de la Lig4 
(Andres et al., 2012) et d’autre part on n’observe pas d’augmentation du niveau 
de Lig4 malgré la forte surexpression de XRCC4 qui pourrait stabiliser celle-ci. 
Ces "structures synaptiques" sont donc probablement appauvries en Lig4, et ne 
permettent pas la ligature finale. 
 Ceci pourrait d’ailleurs expliquer l’hyperphosphorylation de H2AX qui 
correspondrait donc à une amplification du signal de cassure. 
Des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de valider ces 
interprétations. Il conviendra notamment de mieux caractériser les cellules 
HT1080-XRCC4-2FLAG sur le plan fonctionnel, ainsi que d’identifier les 
kinases impliquées dans la phosphorylation de la DNA-PKcs et de H2AX. 
En effet l’hyperphosphorylation de H2AX pourrait résulter d’ATM 
comme c’est majoritairement le cas en réponse aux CDB, ou de la DNA-PK 
elle-même comme cela peut être le cas lors de la fragmentation de l’ADN qui 
survient au cours du processus d’apoptose (Britton et al., 2009a). 
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Figure 47 : Hyperphosphorylation de la S2056 de la DNA-PKcs après induction de CDB 
dans des cellules surexprimant XRCC4. 
Western blot réalisé à partir d’extraits de cellules HT1080 sauvages ou surexprimant XRCC4 
après traitement avec 50 pM de Cali durant 4h. 
 
 
2.c) Analyse de l’autophosphorylation de la DNA-PKcs sur la 
sérine 2056 en condition d’apoptose. 
Une des étapes finales du processus d’apoptose est la dégradation des 
chromosomes en fragments d’ADN double brin. Cette fragmentation de l’ADN 
s’accompagne généralement de l’inactivation des voies de réparation des CDB. 
Il a ainsi été montré que des protéines comme PARP1 ou XRCC4 sont clivées 
par la caspase-3 qui est activée au cours de l’apoptose. C’est également le cas de 
la DNA-PKcs qui porte deux sites de clivage (résidus D2712 et D2982, voir 
figure 22).  
L’inactivation de la DNA-PK n’est cependant pas totale au moment de la 
fragmentation de l’ADN et il a été démontré que l’autophosphorylation de la 
DNA-PKcs peut se produire, et que la DNA-PKcs est également responsable de 
la phosphorylation du variant d’histone H2AX dans ces conditions (Britton et 
al., 2009a; Mukherjee et al., 2006). L’activation de la DNA-PKcs est dépendante 
de son recrutement au niveau de la chromatine fragmentée.  
Nous avons donc vérifié si l’autophosphorylation de la DNA-PKcs sur la 
S2056 en condition d’apoptose dépendait de la présence de la Lig4 comme 
c’était le cas en réponse aux CDB induites par des RI ou des radiomimétiques.  
Nous avons tout d’abord contrôlé que la phosphorylation de la DNA-PKcs 
observée en apoptose est bien dépendante de la DNA-PKcs elle-même et non 
d’une autre PIKK telle qu’ATM. Nous avons ainsi traité les cellules 
lymphoblastoïdes humaines Nalm6 avec 0.5 µM de staurosporine durant 2h30 
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afin d’induire l’apoptose, en présence ou non de NU7026 (inhibiteur de la DNA-
PKcs) ou de KU55933 (inhibiteur d’ATM). Comme attendu, la phosphorylation 
de la DNA-PKcs sur la S2056 après traitement à la staurosporine est sensible à 
l’inhibiteur de DNA-PKcs mais pas à l’inhibiteur d’ATM (Figure 48A). 
Cependant, lorsque l’on compare les lignées lymphoblastoïdes humaines 
Nalm6 et N114P2 (Lig4-/-) traitées à la staurosporine durant 2, 3 ou 4h, on 
n’observe pas de différence d’auto-phosphorylation sur la S2056 de la DNA-
PKcs (figure 48B). Ceci indique d’une part que le défaut d’autophosphorylation 
de la DNA-PKcs dans les cellules Lig4-/- après traitement par RI ou Cali (voir 
par exemple les figures 5A et S3B du manuscrit) n’est pas dû à un défaut 
intrinsèque de la DNA-PKcs dans ces cellules mais à un défaut d’activation de 
la DNA-PK par les CDB. D’autre part, ce résultat démontre qu’en condition 
d’apoptose, la Lig4 ne joue pas de rôle dans l’autophosphorylation de la DNA-
PKcs.  
 
 
Figure 48 : Autophosphorylation de la DNA-PKcs dans les cellules Lig4-/- durant 
l’apoptose. 
A. Western blot réalisé à partir d’extraits de cellules Nalm6 après traitement avec 0.5 µM de 
staurosporine durant 1h en présence ou non des inhibiteurs de DNA-PKcs (NU7026) ou 
d’ATM (KU55933) aux doses indiquées.  
B. Western blot réalisé à partir d’extraits de cellules contrôles Nalm6 ou N114P2 (Lig4-/-) 
après traitement avec 0.5 µM de staurosporine durant le temps spécifié.  
 
 
 Pour autant, cette autophosphorylation de la DNA-PKcs indépendante de 
la Lig4 pourrait ne pas correspondre à la formation de synapses ni à une réaction 
en trans au sein de cette synapse mais à une réaction de transphosphorylation  
"extra-synaptique" agissant sur des molécules de DNA-PKcs voisines dont la 
A B 
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concentration locale serait favorisée par la fragmentation de l’ADN opérant 
préférentiellement dans un premier temps au niveau de structures particulières 
comme les régions d’ancrage à la matrice nucléaire (MAR, Matrix Attachment 
Region) (Britton et al., 2009a). 
 Cette hypothèse est renforcée par le fait que dans ces conditions 
d’apoptose, la DNA-PKcs est également capable de phosphoryler d’autres 
substrats comme SAF-A mais surtout H2AX qui est majoritairement 
phosphorylée par ATM en condition de synapse classique, c’est-à-dire en 
réponse aux CDB. 
 Ceci suggère que la Lig4 aurait un rôle dans l’activité de la DNA-PKcs 
spécifiquement vis-à-vis de substrats intra-synaptiques. 
 
3) Rôle de la Lig4 dans la trans-phosphorylation intrasynaptique 
 
XRCC4,  SAF-A et la DNA-PKcs elle-même sont des substrats de 
phosphorylation par la DNA-PKcs in vivo (Britton et al., 2009b; Drouet et al., 
2005). Ils peuvent donc être utilisés comme témoin de l’activité de la DNA-
PKcs. Mais à l’inverse de la DNA-PKcs, XRCC4 et SAF-A sont phosphorylés 
dans les cellules Lig4-/- de manière dépendante de la dose de Cali utilisée 
(Figure 5A et 5B du manuscrit). Nous pouvons également observer que ces 
protéines sont hyper-phosphorylées par la DNA-PKcs en réponse aux CDB dans 
les lignées HCT116 Lig4-/- en comparaison avec la lignée parentale (Figure 46). 
Ceci suggère, comme indiqué au paragraphe précédent, un changement de 
substrats de la DNA-PKcs dépendant de la présence de la Lig4 et donc de la 
conformation de la synapse. 
Cette interprétation est confortée par la phosphorylation de H2AX qui 
devient également partiellement dépendante de la DNA-PK en absence de Lig4 
alors que c’est majoritairement ATM qui la phosphoryle dans des cellules 
Lig4+/+ (figure 49). 
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Figure 49 : Rôle de la Lig4 dans la trans-phosphorylation intrasynaptique. 
Western blot réalisé à partir d’extraits de cellules Nalm6 et N114P2 (Lig4-/-) après traitement 
avec 300 pM de Cali durant 1h en présence ou non des inhibiteurs de DNA-PKcs (NU7026) à 
40 µM ou d’ATM (KU55933) à 20 µM.  
 
 
 Ces résultats tendent à indiquer qu’en stabilisant la synapse, la Lig4 
orienterait l’activité de la DNA-PKcs vis-à-vis de substrats intra-synaptiques, 
dont la DNA-PKcs elle-même. En absence de Lig4, la DNA-PKcs, bien 
qu’active orienterait son activité vis-à-vis de substrats extra-synaptiques, 
limitant ainsi sa dissociation de la cassure tant qu’un complexe fonctionnel 
n’aura pas été formé. 
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3. Conclusion général / 
Perspectives. 
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Conclusions : 
 
Nos travaux ont permis de mettre en évidence un rôle majeur du complexe 
de ligature XRCC4/Lig4/Cer-XLF dans la stabilisation de la synapse au cours 
des étapes précoces de la réaction de NHEJ. Au sein du complexe, la Lig4 joue 
un rôle déterminant dans ce processus, alors que Cer-XLF ne semble jouer 
qu’un rôle plus accessoire. 
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction, les radiations ionisantes 
et les agents chimiques produisent des CDB présentant différents degrés de 
complexité (tableau 2). In vitro, des études ont décrit un retard de ligature par le 
complexe XRCC4/Lig4 (Dobbs et al., 2008) ou par des extraits de cellules HeLa 
(Datta et al., 2011) dans le cas d’extrémités dites « complexes » par rapport aux 
extrémités « simples ». In vivo, une étude a récemment montré qu’une partie des 
CDB générées par les radiations ionisantes peut être réparée de manière 
dépendante de Ku mais indépendante de la DNA-PKcs (Reynolds et al., 2012). 
Selon le modèle proposé par les auteurs, il s’agirait des CDB présentant des 
extrémités « simples » plus directement ligaturables (Figure 50).  
 
 
Figure 50 : Schéma illustrant la réparation des CDB par la NHEJ en fonction de la 
complexité des extrémités  générées (d’après (Reynolds et al., 2012)). 
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A cet égard, il convient donc de souligner que notre étude ne prend en 
compte que le rôle précoce du complexe de ligature sur les synapses formées par 
la DNA-PK qui selon ce modèle correspondraient aux cassures présentant des 
extrémités d’ADN complexes et nécessitant une maturation avant ligature. Le 
rôle du complexe de ligature dans la formation d’éventuelles synapses 
indépendantes de la DNA-Pkcs reste à explorer. 
 
Par ailleurs, nous avons également pu montrer que cette fonction du 
complexe XRCC4/Lig4/Cer-XLF conditionne le mode d’activité de la DNA-
PKcs (Figure 51). 
En effet, en absence de Lig4, la DNA-PKcs semble être active 
essentiellement vis-à-vis de substrats extra-synaptiques et inactive vis-à-vis de 
substrats intra-synaptiques tels qu’elle-même. Cette condition expérimentale 
obtenue avec des modèles cellulaires Lig4-/- peut correspondre à la situation 
survenant de façon transitoire au cours de la réaction de NHEJ lorsqu’un 
complexe DNA-PK s’assemble avant le recrutement des protéines du complexe 
de ligature. 
Quand un complexe de ligature fonctionnel est recruté (en présence de 
Lig4), l’activité de la DNA-PKcs est alors orientée sur elle-même, ce qui 
correspond à une activité intra-synaptique en trans. Ceci induit des changements 
de conformation de la DNA-PKcs allant jusqu’à sa dissociation et rendant les 
extrémités accessibles pour une éventuelle maturation des extrémités suivie de 
l’étape de ligature. Le conditionnement de la libération des extrémités par la 
présence de la Lig4 pourrait permettre de limiter les pertes de matériel en 
protégeant les extrémités jusqu’au recrutement de la machinerie nécessaire à 
leur religature rapide. 
 
Les situations où la DNA-PKcs ou la Lig4 seraient inactives (inhibiteurs, 
formes mutantes) conduiraient respectivement au blocage du complexe DNA-
PK sur les cassures ou à la dissociation de ce complexe. Dans le premier cas 
l’accès à la cassure pour les autres voies de réparation serait limité ; dans le 
second cas, les extrémités de la cassure seraient accessibles mais exposées à des 
pertes de matériel. 
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Figure 51 : Schéma représentant la synapse en fonction de différentes conditions et leurs 
effets sur le maintien des protéines et sur le mode d’activité de la DNA-PKcs.  
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Dans la situation particulière de l’apoptose, la phosphorylation de 
substrats extra-synaptiques par la DNA-PKcs ainsi que son autophosphorylation 
indépendante de la Lig4, suggèrent que cette activité provient de réactions sur le 
mode extra-synaptique. La trans-autophosphorylation extra-synaptique serait 
rendue possible du fait d’une concentration locale élevée de CDB et donc de 
complexes DNA-PK. 
 
Sur le plan mécanistique, nos observations s’accordent plus facilement 
avec le modèle de réaction de NHEJ en deux étapes (figure 40) qu’avec le 
modèle séquentiel (figure 15). Nous pouvons donc proposer un nouveau modèle 
intégrant nos données expérimentales (figure 52). Dans ce modèle, les facteurs 
de la NHEJ sont recrutés de façon indépendante aux CDB après la liaison de Ku. 
L’assemblage des complexes DNA-PK et X4/Lig4/Cer-XLF de façon 
simultanée permet la stabilisation par le complexe de ligature de la synapse 
formée par la DNA-PK. Nous avons montré que cette stabilisation favorise 
l’autophosphorylation intrasynaptique en trans de la DNA-PKcs. Cette 
autophosphorylation induit un changement de conformation et permet aux 
enzymes de maturation d’accéder aux extrémités de l’ADN qui seront 
religaturées de manière rapide du fait de la présence du complexe de ligature. Ce 
processus permettrait de limiter, autant que possible, la perte de matériel. 
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Figure 52 : Modèle adapté 
de la voie de NHEJ. 
La liaison de Ku70/Ku80 
aux extrémités de l’ADN est 
suivie par le recrutement et 
l’assemblage indépendants 
des autres protéines de 
NHEJ. La stabilisation de la 
synapse par le complexe de 
ligature permet l’auto-
phosphorylation de la DNA-
PKcs ce qui induit son 
changement conforma-
tionnel et libère l’accès des 
extrémités pour le complexe 
de ligature qui restaure la 
continuité du brin d’ADN, 
éventuellement après 
l’action de facteurs de 
maturation.  
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Perspectives : 
 
 Au cours de ces travaux, nous avons montré que la Lig4 est 
nécessaire à la stabilisation de la synapse dépendante de la DNA-PK, ainsi qu’à 
l’autophosphorylation de la DNA-PKcs. L’autophosphorylation de la DNA-
PKcs conditionnant son détachement de l’ADN, l’absence de Lig4 pourrait 
conduire à maintenir le complexe DNA-PK au niveau des extrémités de l’ADN. 
Cette hypothèse a été confirmée dans des résultats préliminaires obtenus en 
absence ou en présence d’ATP in vitro (résultats non montrés).  
Il serait à présent nécessaire de déterminer, in cellulo, si l’absence de Lig4 
stabilise de manière plus importante le complexe DNA-PK au niveau des CDB 
par rapport aux cellules exprimant une ligase inactive qui, elle, stabilise la 
synapse et permet l’autophosphorylation de la DNA-PKcs et son détachement. 
Dans ce but, nous avons envisagé différentes approches. Tout d’abord, nous 
pourrions visualiser une différence de stabilité de la synapse entre les cellules 
Lig4-/- et les cellules Lig4 inactives via la technique PLA (Proximity Ligation 
Analysis) au moyen de laquelle un signal fluorescent n’apparaît que si deux 
protéines ciblées par des anticorps spécifiques sont très proches dans la cellule. 
En adaptant cette technique à la DNA-PKcs, il pourrait être possible de 
visualiser la présence de synapses comme semble l’indiquer des expériences 
préliminaires restant à valider (figure 53). 
 
      
Une alternative intéressante pourrait consister à utiliser un immuno-
marquage de type Tunel. Dans cet essai, la TdT réalise l’addition sans matrice 
de nucléotides marqués (au FITC par exemple) sur des extrémités 3’-OH libres 
de l’ADN, permettant de visualiser les extrémités d’ADN accessibles (figure 
54). Selon notre hypothèse, en présence de Lig4 inactive, la DNA-PKcs serait 
Figure 53 : Exemple de marquage 
de la DNA-PKcs par la technique 
PLA après induction de CDB par 
traitement à la Calichéamicine. 
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détachée de l’ADN après autophosphorylation ce qui conduirait à un marquage 
plus important qu’en absence de Lig4 où les complexes DNA-PK persisteraient 
au niveau des extrémités. 
 
 
 
Figure 54 : Exemple de marquage d’extrémités d’ADN à la TdT après induction de CDB 
par traitement à la Calichéamicine dans des cellules exprimant ou non Cer-XLF. 
 
 
Enfin, nous envisageons également de transfecter des cellules déficientes 
pour la Lig4 ou exprimant la Lig4 inactive avec un plasmide d’expression pour 
la DNA-PKcs marquée à la GFP, afin de comparer quantitativement dans ces 
cellules la stabilité de cette dernière sur la chromatine endommagée au moyen 
de la technique de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) après 
micro-irradiation localisée au laser biphoton. 
 
Par ailleurs, le maintien de la DNA-PKcs sur les extrémités de l’ADN en 
absence de Lig4 pourrait bloquer la réparation des CDB par d’autres voies de 
réparation. Dans la littérature, il a été montré que les cellules n’exprimant ni Ku 
ni la Lig4 sont moins radiosensibles que les cellules uniquement déficientes 
pour la Lig4 (Adachi et al., 2001). De plus, l’invalidation bi-allélique de la 
LigIV est létale au stade embryonnaire chez la souris mais devient viable si on la 
combine à une invalidation de Ku (Barnes 1998 CurrBiol ; Karajawala 2002 
DR). Ces observations associées à nos résultats suggèrent qu’une partie de la 
radiosensibilité des cellules déficientes en Lig4 pourrait être liée à la persistence 
de la DNA-PK sur les extrémités des CDBs. Afin de compléter notre étude, il 
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serait donc intéressant de déterminer si l’inhibition d’autres voies de réparation 
en l’absence de la Lig4 et en présence de Ku est dépendante de la DNA-PKcs. 
Pour cela, un shRNA anti-DNA-PKcs sera exprimé dans des cellules déficientes 
en Lig4 et la radiosensibilité de ces cellules sera comparée à celle des cellules 
uniquement déficientes en Lig4. De plus, en conditions d’expression ou non du 
shRNA anti-DNA-PKcs, le recrutement de protéines impliquées dans la voie de 
NHEJ alternative en présence de CDB pourra être suivi dans ces cellules, de 
même que sera caractérisée l’activité de jonction d’extrémités au moyen d’un 
essai biochimique à partir de plasmides linéarisés et d’extraits protéiques de ces 
cellules. 
 
Dans le cadre de la radiothérapie antitumorale, il apparaît pertinent de 
proposer des inhibiteurs de DNA-PKcs comme radiosensibilisateurs. En effet, 
non seulement les inhibiteurs de DNA-PKcs bloquent son activité qui est 
essentielle au déroulement de la NHEJ mais ils réduisent également son 
détachement de l’ADN suite à son autophosphorylation, limitant ainsi la 
réparation des CDB par d’autres voies telles que la NHEJ alternative ou la RH. 
Actuellement, un inhibiteur de DNA-PKcs, le CC-115, est testé en étude 
clinique de phase 1 (Lord and Ashworth, 2012). 
 
Au sein de la machinerie de NHEJ, une autre cible proposée est l’activité 
catalytique de la Lig4 pour laquelle des inhibiteurs sont actuellement en cours de 
développement (Chen et al., 2008). Cette stratégie devrait conduire à une 
situation comparable à celle que nous avons observée en présence de Lig4 
inactive : autophosphorylation de la DNA-PKcs et détachement des extrémités, 
les rendant ainsi accéssibles à d’autres voies de réparation. Au vu de nos 
résultats, une approche plus pertinente pour radiosensibiliser les cellules 
cancéreuses en ciblant le complexe de ligature pourrait être d’utiliser des 
molécules capables d’interférer avec le complexe XRCC4/Lig4, afin d’induire la 
dégradation de la Lig4 et donc de stabiliser la DNA-PKcs sur les CDB. Cette 
même approche pourrait être utilisée pour déstabiliser le complexe XRCC4/Cer-
XLF dont l’interface est beaucoup moins étendue et dont l’interaction est 
sensible à une seule mutation ponctuelle de l’un ou l’autre des partenaires 
(Ropars et al., 2011). 
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4. Annexes techniques. 
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Les annexes techniques présentées ici correspondent aux expériences présentées 
dans la partie « résultats supplémentaires » et qui n’ont pas été développées 
dans l’article.  
 
Lignées et culture cellulaire 
Tous les milieux de culture proviennent de Gibco-Invitrogen et sont 
complémentés avec 10% de sérum de veau fœtal, 2mM glutamine, 125U/ml de 
pénicilline et 125µg/ml de streptomycine. Toutes les cellules sont maintenues à 
37°C dans une atmosphère humide avec 5% CO2. 
La lignée N114 déficientes en LIG4 et la lignée parentale pré-B associée, 
Nalm6, sont maintenues dans du milieu Roswell Park Memorial Institute 
medium (RPMI) 1640. 
La lignée de fibrosarcome humain HT1080 (American Type Culture Collection) 
et la lignée cancéreuses colorectales humaines, HCT116, ont été cultivé dans du 
milieu Dubelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
 
Agents chimiques et dommage à l’ADN 
Le Nu7441 (Calbiochem), et la Staurosporine (Sigma-Aldrich), sont dissous 
dans du DMSO (10 mM stock solution) et conservés à -20°C.  
 
 
Protéines purifiées 
Une partie de la protéine LIG4 correspondant à son extrémité N-terminale et 
contenant le domaine BRCT en tandem a été purifié d’après la technique décrite 
(Modesti et al., 2003). Ce fragment est dilué dans le tampon suivant : 300 mM 
KCl, 20 mM Tris pH 7.5, 10% Glycerol, 0.5 m EDTA, 2 mM DTT. 
 
 
Vecteur d’expression de XRCC4 – 2FLAG et expression dans les HT1080 
L’ADNc codant la protéine XRCC4 sauvage étiquetée 2xFLAG en N-terminal a 
été cloné dans le vecteur psDNA3 (Invitrogen) par PCR à partir d’une banque de 
d’ADNc de testicule humain. 
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La transfection des cellules HT1080 a été effectuée avec le réactif 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les instructions du fabricant. 
 
 
Traitement des cellules à la staurosporine 
 
8.106 cellules sont diluées dans 4ml de milieu de culture auquel a été ajouté 
0.5µmol/L de staurosporine durant les temps indiqué. Si nécessaire, du NU7026 
ou du KU55933 sont ajoutées aux doses indiquées dans le milieu 1h avant 
l’ajout de staurosporine. Après le traitement à la staurosporine, les cellules sont 
lavées au PBS puis resuspendues dans du tampon de lyse avant d’être soniquées. 
 
 
Protocole d’extraction 
 
Traitement : 
5.106 cellules de la lignée control  Nalm6 ou de la lignée LIG4 nulle N114P2 
sont utilisées par point. Les cellules sont diluées dans 10mL de milieu de 
culture. Lorsque cela est nécessaire, les inhibiteurs sont ajoutés aux 
concentrations désirées dans le milieu de culture 1h avant la Cali puis les 
cellules sont incubées 1h à 37°C. Les cellules sont ensuite lavées au PBS 1X. 
 
Extraction :  
Lorsque c’est nécessaire, les culots de cellules sont repris au vortex dans 200µL 
de TpB (Hepes à pH 7,5 50mM, EDTA 1mM, NaCl 200mM, Triton 0,1%, 
cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases 1X) auquel est ajouté du 
PAF 0.07%. Ces cellules sont incubées à 4°C et vortexées toute les 2min durant 
7min. 
Lorsque les cellules ne sont pas extraites, elles sont reprises dans du PAF 
(paraformaldéhyde) à 1,5% durant 10min à RT. 
Ensuite, toutes les cellules sont lavées dans du PBS + BSA 1,5%. Les cellules 
extraites sont reprises dans 200µL de TpB (sans triton) dans lequel on a ajouté 
de la RNAse à 0,2mg/ml puis incubées 30min à 4°C.  
Les cellules sont ensuite lavées au PBS puis resuspendues dans du tampon de 
lyse (50mM Tris-HCl pH 7.8, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% (m:v) triton X-
100) complémenté avec un cocktail d’inhibiteur de protéases et phosphatases 
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puis soniquées 8 pulses d’amplitude 30 et de durée 2s sur glace (sonicateur 
Vibracell, Bioblock Scientific). Les extraits sont alors conservés à -20°C jusqu’à 
leur utilisation pour la migration sur gel SDS-PAGE. 
 
 
 
Test de doublement de population 
 
A jour 0, 40 000 cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits. A jour 2, 4, 
6…16, les cellules sont comptées. Le doublement de population (DP) est calculé 
d’après la formule suivante : 
DP = (LOG [nombre de cellules à J2, 4… ou 16] – LOG [40 000]) / LOG (2) 
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LA JONCTION D’EXTREMITES NON HOMOLOGUES :  
UNE NOUVELLE FONCTION POUR LE COMPLEXE DE LIGATURE 
 
Chez les vertébrés, la voie majoritaire de réparation des cassures double brin de 
l’ADN est la jonction d’extrémité non homologue (NHEJ). Afin d’initier la réparation, la 
protéine hétérodimérique Ku se lie aux extrémités de l’ADN et recrute la sous unité 
catalytique de la protéine kinase dépendante de l’ADN (DNA-PKcs) pour former la DNA-PK. 
La formation d’une synapse par deux DNA-PK (une sur chaque extrémité de l’ADN) entraîne 
l’autophosphorylation de la kinase. Le complexe XRCC4/Ligase4 catalyse l’étape finale de 
ligature avec l’aide de Cernunnos/XLF.  
 
Au cours de ma thèse, nous avons prouvé qu’il existe un défaut de maintien de la 
synapse ainsi que de l’autophosphorylation de la DNA-PKcs dans les extraits cellulaire 
dépourvu de Ligase4. De plus, dans une expérience de reconstitution mettant en jeu des 
protéines purifiées, la Ligase 4 stimule l’autophosphorylation de la DNA-PKcs. Un défaut 
d’autophosphorylation de la kinase dans les cellules déficientes pour la Ligase4 a également 
était prouvé. Enfin, notre travail montre une contribution de Cernunnos-XLF dans ce rôle 
précoce du complexe de ligature au cours de la NHEJ. 
 
 Toutes ces données nous permettent d’émettre l’hypothèse de la formation d’un 
complexe supramoléculaire précoce, comprenant la DNA-PK et le complexe 
XRCC4/Ligase4/XLF, sur les extrémités de l’ADN au cours de la réaction de NHEJ. 
 
 
ABSTRACT 
 
Nonhomologous end joining is the primary DNA double-strand break repair pathway 
in multicellular eukaryotes. To initiate repair, Ku binds DNA ends and recruits the 
DNAdependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) forming the holoenzyme. Early 
end synapsis is associated with kinase autophosphorylation. The XRCC4/Ligase IV complex 
executes the final ligation promoted by Cernunnos-XLF.  
 
During my thesis, using a cell-free system that recapitulates end synapsis and DNA-
PKcs autophosphorylation, we found a defect in both activities in human cell extracts lacking 
Ligase IV. Ligase IV also stimulated the DNA-PKcs autophosphorylation in a reconstitution 
assay with purified components. We additionally uncovered a kinase autophosphorylation 
defect in Ligase IV-defective cells that was corrected by ectopic expression of catalytically 
dead Ligase IV. Finally, our data support a contribution of Cernunnos-XLF to this unexpected 
early role of the ligation complex in end joining.  
 
We propose that productive end joining occurs by early formation of a supramolecular 
entity containing both DNA-PK and XRCC4/Ligase IV/Cernunnos-XLF complexes on DNA 
ends. 
